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L o u g h r a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h e  b f l - 1  c o d i n g  f r a g m e n t  w a s  s u c c e s s f u l l y  c l o n e d  i n t o  t h i s  
n o v e l  v e c t o r  t o  p r o d u c e  t h e  f u s i o n  c o n s t r u c t s  f r o m  w h i c h  H i s - L i n k e r - B f l - 1  f u s i o n  
I V  
proteins were s~rccessfully overexpressed and purified using Zmmobilised metal affinity 
chrornatwgraphy. Sufficient protein was purified and used for the prepantion of 
polyclonal antisera to I3 fl- 1. 
ln summary, Ihe findings presented in this thesis are relevant to our understanding of the 
role d 6fI-l as a crucial pro-survival NF-KB target in HRS cells and the potential of 
Bfl-I as a rational thcrapeuric target in HL is highlighted. 
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7 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 4 . 1 2  S t a t i s t i c s  7 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 5  T u m o u r  T i s s u e  M e t h o d s  7 3  
2 . 5 . 1  T i s s u e  s e c t i o n i n g  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 5 . 2  L a s e r  C a p t u r e  M i c r o d i s s e c t i o n  7 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 5 . 3  I n  s i t u  h y b r i d i s a t i o n  ( I S H )  
7 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 6  R N A  A n a l y s i s  8 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 6 . 1  R N a s e - f r e e  e n v i r o n m e n t  8 0  
2 . 6 . 2  R N A  a n a l y s i s  b y  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 6 . 3  R N A  e x t r a c t i o n  f r o m  c u l t u r e d  c e l l s  
8 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 6 . 4  Q u a n t i f i c a t i o n  o f  m R N A  f r o m  c u l t u r e d  c e l l s  b y  R T - q P C R  
8 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 6 . 5  R N A  e x t r a c t i o n  f r o m  L a s e r  C a p t u r e  M i c r o d i s s e c t e d  C e l l s  
8 5  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 6 . 6  Q u a l i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  m R N A  f r o m  m i c r o d i s s e c t e d  c e l l s  
8 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 6 . 7  Q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  m R N A  f r o m  m i c r o d i s s e c t e d  c e l l s  
.. 8 7  
2 . 7  P r o t e i n  A n a l y s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 7 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  c e l l u l a r  p r o t e i n  
8 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 7 . 2  S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p r o t e i n s  
8 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 7 . 3  C o o m a s s i e  B l u e  S t a i n i n g  9 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 7 . 4  W e s t e r n  b l o t t i n g  9 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 8  R e c o m b i n a n t  P r o t e i n  E x p r e s s i o n  9 4  
2 . 8 . 1  H i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 8 . 2  D e t e r m i n a t i o n  o f  P r o t e i n  S o l u b i l i t y  
9 5  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 8 . 3  I M A C  P u r i f i c a t i o n  o f  H i s - t a g g e d  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  
9 5  
V I I I  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 8 . 4  G r o w t h  f o r  p r e p a r a t i v e  p u r i f i c a t i o n  
9 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 8 . 5  B u f f e r  e x c h a n g e  a n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  p u r i f i e d  p r o t e i n  
9 7  
2 . 8 . 6  A n t i b o d y  P r e p a r a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 7  
C H A P T E R  3  B f l - 1  i s  e x p r e s s e d  i n  H o d g k i r t ' s  L y m p h o m a  t i s s u e  a n d  c u l t u r e d  H / R S  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
c e l l s  9 8  
3 . 1  I n t r o d u c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
3 . 1 . 1  S u m m a r y  o f  r e s u l t s  9 9  
3 . 2  R e s u l t s  .  D e t e c t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  H L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 0 1  
. . . . . . . . . . .  
3 . 2 . 1  D e t e c t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  W R S  c e l l s  o f  H D  p a t i e n t s  
1 0 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
3 . 2 . 2  D e t e c t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  c u l t u r e d  W R S  c e l l s  
1 1 4  
3 . 3  D i s c u s s i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 8  
C H A P T E R  4  B f l - l  i s  a  k e y  N F - K B  t a r g e t  g e n e  i n  H / R S - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  . . . . . . . . . . . . . .  1 2 1  
4 . 1  I n t r o d u c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 2 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4 . 1 . 1  S u m m a r y  o f  r e s u l t s  1 2 3  
. . . . . . . . . . .  
4 . 2  R e s u l t s  .  N F - K B  p a t h w a y  a n d  r e g u l a t i o n  o f  b f l - 1  e x p r e s s i o n  i n  H L  
1 2 4  
. . . . . . .  
4 . 2 . 1  I n h i b i t i o n  o f  N F - K B  i n  W R S  c e l l  l i n e s  a n d  e f f e c t  o n  b ~ - l  e x p r e s s i o n  
1 2 4  
. . . .  
4 . 2 . 2  T h e  e f f e c t  o f  m a i n t e n a n c e  o f  b J 1 - 1  e x p r e s s i o n  d u r i n g  N F - K B  i n h i b i t i o n  
1 3 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 . 3  D i s c u s s i o n  1 5 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
C H A P T E R  5  B f l - 1  d o w n r e g u l u t i o n  b y  R N A i  
1 5 8  
5 . 1  I n t r o d u c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 1 . 1  T h e  R N A i  p a t h w a y  1 5 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 1 . 2  S u m m a r y  o f  R e s u l t s  1 6 1  
5 . 2  R e s u l t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 6 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 . 2 . 1  A n a l y s i s  o f  b j 7 - 1 - s p e c i f i c  s i R N A s  
1 6 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 2 . 2  E f f i c i e n c y  o f  d e l i v e r y  o f  s i R N A  
1 6 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 . 2 . 3  E f f e c t  o f  a n t i - b j 7 - 1  s i R N A  o n  c e l l  v i a b i l i t y  
1 6 8  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 . 2 . 4  E f f e c t  o f  a n t i - b f l - 1  s i R N A  d u r i n g  N F - K B  i n h i b i t i o n  
1 7 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 . 3  D i s c u s s i o n  1 7 6  
C H A P T E R  6  R e g u l a t i o n  o f  t h e  b f l - I  p r o m o t e r  i n  H L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 7 7  
6 . 1  I n t r o d u c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 7 8  
T X  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
6 . 1 . 1  S u m m a r y  o f  r e s u l t s  1 7 8  
6 . 2  R e s u l t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 8 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 . 2 . 1  T h e  b f l - 1  p r o m o t e r  i s  r e g u l a t e d  b y  N F - K B  i n  H L  
1 8 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
6 . 2 . 2  N o t c h  s i g n a l i n g  1 8 8  
6 . 3  D i s c u s s i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 9 8  
C H A P T E R  7  E x p r e s s i o n  a n d  P u r i f i c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  B f l - 1  u s i n g  a  n o v e l  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  m o d i f i e d  v e c t o r  a n d  g e n e r a t i o n  o f  a n t i - B f - 1  s e r u m  
2 0 2  
7 . 1  I n t r o d u c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 0 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 . 1 . 1  T h e  Q I A e x p r e s s  s y s t e m  2 0 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 . 1 . 2  P o l y h i s t i d i n e - t a g  2 0 5  
7 . 1 . 3  E x p r e s s i o n  h o s t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 0 7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 . 1 . 4  S u m m a r y  o f  R e s u l t s  2 0 9  
7 . 2  R e s u l t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 1 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 . 2 . 1  C l o n i n g  o f  p Q E 3 0 - B f l -  1  a n d  p Q E 6 0 - B f l -  1  
2 1 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 . 2 . 2  P r o t e i n  e x p r e s s i o n  2 1 4  
7 . 2 . 3  D e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n  s o l u b i l i t y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 2 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 . 2 . 4  P r o t e i n  P u r i f i c a t i o n  2 2 1  
7 . 2 . 5  D e s i g n  o f  G l y c i n e - S e r i n e  L i n k e r  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 2 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 . 2 . 6  C l o n i n g  a n d  c o n s t r u c t i o n  o f  p G S L i n k  
2 2 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 . 2 . 7  G e n e r a t i o n  o f  p G S L i n k - N - B f l -  1  a n d  p G S L i n k - C - B f l -  1  2 2 9  
7 . 2 . 8  E x p r e s s i o n  s c r e e n i n g  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  H i s - L i n k e r - B f l - 1  a n d  B f l - l - L i n k e r -  
H i s  f u s i o n  p r o t e i n s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3 0  
7 . 2 . 9  O p t i m i s a t i o n  o f  p u r i f i c a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7 . 2 . 1 0  A n t i g e n  P r e p a r a t i o n  2 3 6  
7 . 2 . 1  1  A n t i b o d y  p r e p a r a t i o n  a n d  a n a l y s i s  b y  E L I S A  a n d  w e s t e r n  b l o t t i n g  . . . . . . . . .  2 3 7  
7 . 3  D i s c u s s i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
C H A P T E R  8  G e n e r a l  D i s c u s s i o n  2 4 2  
C H A P T E R  9  B i b l i o g r a p h y  . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 5 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . .  
C H A P T E R  1 0  A P P E N D I X  . .. a  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 0 . 1  S o l u t i o n s  f o r  D N A  M a n i p u l a t i o n  
b  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 0 . 1 . 1  S t o r a g e  o f  D N A  b  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 0 . 1 . 2  S o l u t i o n  f o r  B a c t e r i a l  G r o w t h  M e d i a  
b  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 0 . 1 . 3  S o l u t i o n s  f o r  P r e p a r a t i o n  o f  C o m p e t e n t  C e l l s  
d  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 0 . 1 . 4  S o l u t i o n s  f o r  D N A  p r e p a r a t i o n s  
e  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 0 . 1 . 5  S o l u t i o n s  f o r  A g a r o s e  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  
h  
1 0 . 2  S o l u t i o n s  f o r  C e l l  C u l t u r e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  i  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 0 . 2 . 1  M e d i a  a n d  S u p p l e m e n t s  i  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 0 . 2 . 2  S o l u t i o n s  f o r  D E A E - D e x t r a n  T r a n f e c t i o n s  P r o t o c o l  
j  
1 0 . 2 . 3  P - G a l a c t o s i d a s e  A s s a y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  j  
1 0 . 3  S o l u t i o n s  f o r  T u m o u r  T i s s u e  M e t h o d s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 0 . 4  S o l u t i o n s  f o r  R N A  A n a l y s i s  
1  
1 0 . 5  S o l u t i o n s  f o r  P r o t e i n  A n a l y s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  m  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 0 . 5 . 1  S o l u t i o n s  f o r  P r o t e i n  I s o l a t i o n  
m  
1 0 . 5 . 2  S o l u t i o n s  f o r  S D S - P A G E /  W e s t e r n  B l o t t i n g  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  n  
. . . . . . .  
1 0 . 6  S o l u t i o n s  f o r  E x p r e s s i o n  a n d  P u r i f i c a t i o n  o f  R e c o m b i n a n t  P r o t e i n s . . . . .  
(4 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 0 . 6 . 1  D e n a t u r i n g  s o l u t i o n s .  9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 0 . 6 . 2  N a t i v e  s o l u t i o n s  r  
L i s t  o f  F i g u r e s  
F i g u r e  1 . 1  T y p i c a l  m o r p h o l o g y  o f  a  l y m p h - n o d e  a f f e c t e d  b y  H D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2  
F i g u r e  1 . 2  L y m p h  n o d e  a n d  c e l l u l a r  m o r p h o l o g y  o f  c H L  d i s e a s e  t y p e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4  
F i g u r e  1 . 3  T h e  G C  d e r i v a t i o n  o f  W R S  c e l l s  i n  c H L  a n d  L & H  c e l l s  i n  L P H L  . . . . . . . . . . . . . .  1 1  
F i g u r e  1 . 4  C e l l - s u r f a c e  r e c e p t o r s  a n d  t h e i r  r e s p e c t i v e  i n t r a c e l l u l a r  m e d i a t o r s  i n d u c e  t h e  
p r o p r o l i f e r a t i v e  a n d  a n t i - a p o p t o t i c  p h e n o t y p e  o f  W R S  c e l l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3  
F i g u r e  1 . 5  A c t i v a t i o n  a n d  d o w n s t r e a m  e f f e c t s  o f  t h e  c a n o n i c a l  N F - K B  p a t h w a y  . . . . . . . . .  1 7  
F i g u r e  1 . 6  S c h e m a t i c  v i e w  o f  C D 3 0  s i g n a l s  a n d  C D 3 0  p r o m o t e r  i n d u c t i o n  b y  J u n B  i n  
H L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3  
F i g u r e  1 . 7  M o d e l  a n d  c o m p o n e n t s  o f  m a m m a l i a n  N o t c h  s i g n a l i n g  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 6  
F i g u r e  1 . 8  A  m o d e l  f o r  t h e  e v o l u t i o n  o f  E B V '  H I .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 9  
F i g u r e  1 . 9  A n t i - a p o p t o t i c  m e c h a n i s m s  i n  W R S  c e l l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 1  
F i g u r e  1 . 1 0  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  B c l - 2  p r o t e i n  d o m a i n  o r g a n i s a t i o n  . . . . . . . . . . . . . .  3 3  
F i g u r e  1 . 1  1  M i t o c h o n d r i a 1  p a t h w a y  o f  a p o p t o s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 5  
F i g u r e  2 . 1  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  L C M  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 5  
F i g u r e  2 . 2  P r i n c i p l e s  o f  t h e  T a q M a n  a s s a y  p r i m e r s  a n d  p r o b e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 4  
F i g u r e  3 . 1  D e t e c t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  W R S  c e l l s  o f  H L  p a t i e n t s  . . . . . . . . . . .  1 0 2  
F i g u r e  3 . 2  D e t e c t i o n  o f  b j l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  b y s t a n d e r l r e a c t i v e  c e l l s  o f  H L  
p a t i e n t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 0 3  
F i g u r e  3 . 3  T h e  o r g a n i s a t i o n  o f  t h e  b f l - 1  g e n e  i s  c o m p a r e d  w i t h  m R N A s  e n c o d i n g  b f l - 1  
a n d  b f l . 1 S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 0 4  
F i g u r e  3 . 4  S c h e m a t i c  o f  n e s t e d  P C R  a p p r o a c h  t o  d e t e c t  a n d  r e s o l v e  b f l - l h f l - I S  
e x p r e s s i o n  i n  H / R S  c e l l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 0 5  
F i g u r e  3 . 5  b j l - 1  m R N A  d e t e c t i o n  i n  m i c r o d i s s e c t e d  c e l l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 0 6  
F i g u r e  3 . 6  R e l a t i v e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  l e v e l  i n  H / R S  a n d  b y s t a n d e r l r e a c t i v e  
c e l l s  f r o m  E B V  + I -  H L  t u m o u r  t i s s u e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 0 8  
F i g u r e  3 . 7  G e n e r a t i o n  o f  p G E M - b f l - I - R P ;  a  v e c t o r  c a p a b l e  o f  s y n t h e s i s i n g  s e n s e l a n t i -  
s e n s e  b f l - 1  R N A  t r a n s c r i p t s  f o r  I S H  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 0  
F i g u r e  3 . 8  A n a l y s i s  o f  t h e  c l o n i n g  s t e p s  i n  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  p G E M - b f l - I - R P  . . . . . . . .  1 1 1  
F i g u r e  3 . 9  R N A  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  i n  v i t r o  t r a n s c r i b e d  s e n s e l a n t i - s e n s e  b f l - I  
r i b o p r o b e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 2  
F i g u r e  3 . 1 0  D e t e c t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  c u l t u r e d  W R S  c e l l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 5  
F i g u r e  3 . 1 1  R e a l  t i m e  q P C R  a n a l y s i s  o f  b j l - 1  m R N A  l e v e l s  f r o m  H L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 6  
F i g u r e  3 . 1 2  E x p r e s s i o n  o f  b f l - I / D f Z - I S  m R N A  i n  l y m p h o m a  c e l l  l i n e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 7  
F i g u r e  4 . 1  D e t e r m i n a t i o n  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  I C s o  r e q u i r e d  t o  r e d u c e  v i a b i l i t y  o f  L 4 2 8  
c e l l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 2 6  
F i g u r e  4 . 2  D e t e r m i n a t i o n  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  I C j O  r e q u i r e d  t o  r e d u c e  v i a b i l i t y  o f  L 5 9 1  
c e l l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 2 7  
F i g u r e  4 . 3  A c r i d i n e  o r a n g e l e t h i d i u m  b r o m i d e  s t a i n i n g  o f  L 4 2 8  c e l l s  p o s t  t r e a t m e n t  w i t h  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
s o d i u m  a r s e n i t e  1 2 8  
F i g u r e  4 . 4  T r e a t m e n t  o f  L 4 2 8  c e l l s  w i t h  N F - K B  i n h i b i t o r .  s o d i u m  a r s e n i t e  . . . . . . . . . . . . . . . .  1 2 9  
F i g u r e  4 . 5  I n h i b i t i o n  o f  N F - K B  a c t i v i t y  b y  s o d i u m  a r s e n i t e  i n  H L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3 0  
F i g u r e  4 . 6  E f f e c t  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  i n h i b i t i o n  o f  N F - K B  a c t i v i t y  o n  b f l - 1  m R N A  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
e x p r e s s i o n  i n  W R S  c e l l  l i n e s  
1 3 1  
F i g u r e  4 . 7  I n h i b i t i o n  o f  N F - K B  a c t i v i t y  b y  B A Y  1 1  i n  H L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  F i g u r e  4 . 8  T r e a t m e n t  o f  L 4 2 8  c e l l s  w i t h  N F - K B  i n h i b i t o r .  B A Y  1  1  
1 3 4  
F i g u r e  4 . 9  E f f e c t  o f  B A Y 1  1  i n h i b i t i o n  o f  N F - K B  o n  b j l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  W R S  
c e l l  l i n e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3 5  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
F i g u r e  4 . 1 0  C l o n i n g  s t r a t e g y  .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3 8  
F i g u r e  4 . 1  1  C o n s t r u c t i o n  o f  p R T S - 1 - H A - b j l . 1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . , . .  1 3 9  
F i g u r e  4 . 1 2  E c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  b j l - 1  m R N A  a n d  H A - t a g g e d  B f l - 1  a n d  G F P  p r o t e i n s  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  f r o m  D G 7 5 - p R T S -  I - H A - b j l - 1  c l o n e s  1 4 1  
F i g u r e  4 . 1 3  E c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  b f l - 1  m R N A  a n d  H A - t a g g e d  B f l -  1  a n d  G F P  p r o t e i n s  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  f r o m  L 4 2 8 - p R T S -  1  - H A - b f l - 1  c l o n e s  
1 4 3  
F i g u r e  4 . 1 4  C e l l  p r o l i f e r a t i o n  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  c e l l s  i n d u c e d J n o n - i n d u c e d  t o  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
e x o g e n o u s l y  e x p r e s s  H A - B f l -  1  .. 1 4 5  
F i g u r e  4 . 1 5  S o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 4 8  
F i g u r e  4 . 1 6  E f f e c t  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8 - p R T S -  1 - H A - b f l - 1 . .  . . . . . . . . . . . .  1 4 9  
F i g u r e  4 . 1 7  S o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8 - p R T S -  1 - H A - b f l - l  ;  G F P  e x p r e s s i n g  c e l l s  
g a t e d  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5 0  
F i g u r e  4 . 1 8  B A Y  1 1  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5 1  
F i g u r e  4 . 1 9  E f f e c t  o f  B A Y  1 1  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5 2  
F i g u r e  4 . 2 0  B A Y 1  1  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - h f l - 1 ;  G F P  e x p r e s s i n g  c e l l s  g a t e d  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5 3  
F i g u r e  4 . 2  1  E f f e c t  o f  s e r u m  d e p r i v a t i o n  o n  L 4 2 8 - p R T S -  1  - H A - b j l - 1  c e l l s  . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5 4  
F i g u r e  5 . 1  T h r e e  w a y s  t o  t r i g g e r  t h e  R N A i  p a t h w a y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 6 0  
F i g u r e  5 . 2  T r a n s f e c t i o n  o f  s i R N A  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 6 4  
F i g u r e  5 . 3  T r a n s f e c t i o n  o f  s i R N A  u s i n g  R i b o j u i c e  t r a n s f e c t i o n  r e a g e n t  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 6 5  
F i g u r e  5 . 4  T r a n s f e c t i o n  o f  s i R N A  b y  n u c l e o f e c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 6 6  
F i g u r e  5 . 5  K n o c k d o w n  o f  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  b y  n u c l e o f e c t i o n  o f  s i R N A  . . . . . . . . .  1 6 7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
F i g u r e  5 . 6  C e l l  v i a b i l i t y  p o s t  n u c l e o f e c t i o n  o f  s i R N A  
1 6 8  
F i g u r e  5 . 7  E f f e c t  o f  s e r u m  d e p r i v a t i o n  o n  a n t i - b f l - 1  s i R N A - t r e a t e d  L 4 2 8  c e l l s  . . . . . . . . .  1 6 9  
F i g u r e  5 . 8  E f f e c t  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  o n  a n t i - b f l - 1  s i R N A - t r e a t e d  L A 2 8  c e l l s  .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 7 2  
F i g u r e  5 . 9  E f f e c t  o f  B A Y  1 1  t r e a t m e n t  o n  a n t i - b f l - 1  s i R N A - t r e a t e d  L 4 2 8  c e l l s  . . . . . . . . . .  I 7 4  
F i g u r e  6 . 1  I d a  s u p e r - r e p r e s s o r  I K B ~ D N  b l o c k s  N F - K B  a c t i v a t i o n  i n  H L  . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 8 1  
F i g u r e  6 . 2  I K B a  D N  i n h i b i t s  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  i n  H L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 8 2  
F i g u r e  6 . 3  b J Z - l  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  i n  H L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . 1 8 4  
F i g u r e  6 . 4  I K B a  D N  b l o c k s  N F - K B  a c t i v a t i o n  o f  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  i n  H L  . . . . . . . . . . . . . . . .  1 8 6  
F i g u r e  6 . 5  E x p r e s s i o n  o f  N o t c h 1 1 2  r e c e p t o r s ,  J a g g e d l  a n d  E B N A 2  e x p r e s s i o n  i n  
l y m p h o m a  c e l l  l i n e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .... .............. . . . . . .  . . . .  1 9 0  
F i g u r e  6 . 6  P r e s e n t a t i o n  o f  t h e  N o t c h  l i g a n d  J a g g e d l  l e a d s  t o  i n c r e a s e d  p r o l i f e r a t i o n  o f  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
H L  c e l l s  1 9 2  
F i g u r e  6 . 7  N o t c h  a c t i v a t i o n  o f  C B F - 1  e x p r e s s i o n  i n  D G 7 5 .  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s  . . . . . .  1 9 4  
F i g u r e  6 . 8  J a g g e d 1  p r e s e n t a t i o n  e f f e c t  o n  b f l - 1  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  i n  W R S  c e l l s  . . . . .  1 9 5  
F i g u r e  6 . 9  b f l - 1  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  i n  H L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 9 7  
F i g u r e  7 . 1  p Q E 3 0  a n d  p Q E 6 0  v e c t o r  f o r  N - t e r m i n a l  a n d  C - t e r m i n a l  6 x H i s  t a g  
c o n s t r u c t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 0 5  
F i g u r e  7 . 2  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  n e i g h b o u r i n g  r e s i d u e s  i n  t h e  6 x H i s  t a g  a n d  N i - N T A  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
m a t r i x  2 0 7  
F i g u r e  7 . 3  A n a l y s i s  o f  t h e  c l o n i n g  s t e p s  i n  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  v e c t o r  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
p Q E 6 0 - B f l - 1  2 1 1  
F i g u r e  7 . 4  S e q u e n c e  v e r i f i c a t i o n  o f  p Q E 3 0 - B f l - 1  a n d  p Q E 6 0 - B f l -  1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 1 3  
F i g u r e  7 . 5  E x p r e s s i o n  s c r e e n i n g  o f  H i s - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - H i s  i n  E  .  c o l i  X L l O  G o l d  . . . .  2 1 6  
F i g u r e  7 . 6  E x p r e s s i o n  s c r e e n i n g  o f  r e c o m b i n a n t  c l o n e s  i n  E  .  c o l i  ~ o s e t t a ~ l u e ~ ~  . . . . . .  2 1 8  
F i g u r e  7 . 7  V a r i a t i o n  o f  g r o w t h  p a r a m e t e r s  f o r  o p t i m a l  e x p r e s s i o n  o f  p Q E 6 O - B f l - 1  i n  E  .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
c o l i  ~ o s e t t a ~ l u e ~ ~  2 1 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
F i g u r e  7 . 8  D e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n  s o l u b i l i t y  
2 2 0  
X I V  
F i g u r e  7 . 9  P u r i f i c a t i o n  o f  H i s - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - H i s  u n d e r  n a t i v e  a n d  d e n a t u r i n g  
c o n d i t i o n s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 2 2  
F i g u r e  7 . 1 0  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  H i s - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - H i s  p r o t e i n s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 2 3  
F i g u r e  7 . 1  1  D e s i g n  a n d  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  L i n k e r  c a s s e t t e  f r a g m e n t  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 2 6  
F i g u r e  7 . 1 2  G e n e r a t i o n  o f  p G S L i n k  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 2 7  
F i g u r e  7 . 1 3  A n a l y s i s  o f  t h e  c l o n i n g  s t e p s  i n  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  v e c t o r  
p G S L i n k  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 2 8  
F i g u r e  7 . 1 4  A n a l y s i s  o f  t h e  c l o n i n g  s t e p s  i n  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  v e c t o r  
p G S L i n k - N - B  f l -  1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3 0  
F i g u r e  7 . 1 5  E x p r e s s i o n  s c r e e n i n g  o f  r e c o m b i n a n t  p G S L i n k - N - B f l - 1  a n d  p G S L i n k - C -  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
B f l -  1  c l o n e s  2 3 1  
F i g u r e  7 . 1 6  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  H i s - L i n k e r - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - L i n k e r - H i s  p r o t e i n s 2 3 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
F i g u r e  7 . 1 7  P u r i f i c a t i o n  o f  H i s - L i n k e r - B f l - 1  
2 3 3  
F i g u r e  7 . 1 8  O p t i m i s a t i o n  o f  p u r i f i c a t i o n  o f  H i s - L i n k e r - B f l -  1  a n d  B f l -  1  - L i n k e r - H i s  
u n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3 4  
F i g u r e  7 . 1 9  E x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  H i s - t a g g e d  B f l - 1  i n  . . . . . . . . . . . . .  2 3 5  
F i g u r e  7 . 2 0  P u r i f i e d  c o n c e n t r a t e d  B f l -  1  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3 6  
F i g u r e  7 . 2 1  E L I S A  t o  d e t e c t  B F L - 1 - H i s  i n  i m m u n e  s e r u m  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3 7  
F i g u r e  7 . 2 2  W e s t e r n  b l o t  u s i n g  r a b b i t  a n t i - s e r a  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 3 8  
L i s t  o f  T a b l e s  
T a b l e  1 - 1  U I C C - A J C C  a n d  t h e  A n n  A r b o r  s t a g i n g  c l a s s i f i c a t i o n  f o r  H L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5  
T a b l e  1 - 2  L o n g - t e r m s  t o x i c  e f f e c t s  a f t e r  t r e a t m e n t  f o r  H L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9  
T a b l e  1 - 3  S i g n a l i n g  p a t h w a y s  a n d  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  i n  W R S  
c e l l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5  
T a b l e  2 - 1  C e l l  l i n e s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 4  
T a b l e  2 - 2  A n t i b o d i e s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  . . . . . . . . . . . . . . . . .  .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 6  
T a b l e  2 - 3  B a c t e r i a l  S t r a i n s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
T a b l e  2 - 4  W e b - b a s e d  b i o i n f o r m a t i c s  t o o l s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  
4 8  
T a b l e  2 - 5  E x p r e s s i o n  a n d  r e p o r t e r  c o n s t r u c t s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 9  
T a b l e  2 - 6  O l i g o n u c l e o t i d e s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 2  
T a b l e  2 - 7  S u p p l i e r s  o f  c h e m i c a l  a n d  b i o l o g i c a l  m a t e r i a l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 3  
T a b l e  2 - 8  P C R  R e a c t a n t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
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a n d  W a l l s ,  D . T r a n s c r i p t i o n  A c t i v a t i o n  o f  t h e  B f l - 1  g e n e  b y  t h e  E B V  L a t e n t  
M e m b r a n e  P r o t e i n  1 .  I r i s h  A s s o c i a t i o n  f o r  C a n c e r  R e s e a r c h  M e e t i n g  2 0 0 3 .  
K i l k e n n y ,  1  o t h  - 1  1  t h  A p r i l  2 0 0 3 .  
D ' S o u z a ,  B . N . ,  M e h l ,  A . ,  P e g m a n ,  P . M . ,  C l a r k e ,  A . ,  
L o u g h r a n ,  S . T . ,  E d e l s t e i n ,  L . ,  B r e n n a n ,  P . ,  R o w c .  M . ,  G e l i n a s ,  C . ,  a n d  W a l l s ,  D .  
T r a n s c r i p t i o n  A c t i v a t i o n  o f  t h e  B f l - E  g e n e  b y  t h e  E B V  L a t e n t  M e m b r a n e  P r o t e i n  
1 .  T u r n o u r  A s s o c i a t e d  H e r p e s  V i r u s e s  1 0 ' '  I n t e r n a t i o n a l  S y m p o s i u m  o n  E p s t e i n  
B a n -  V i r u s  a n d  a s s o c i a t e d  m a l i g n a n t  D i s e a s e .  C a i r n s ,  A u s t r a l i a .  J u l y  1 6 ' ~  - 2  l s t  
2 0 0 2 .  
P r e s e n t a t i o n s :  O r a l  
S . T .  L o u g h r a n .  C e l l u l a r / V i r a l  P a t h w a y s  r e g u l a t i n g  
e x p r e s s i o n  o f  t h e  H u m a n  a n t i - a p o p t o t i c  b f l - 1  g e n e  i n  H o d g k i n ' s  D i s e a s e .  T r a n s f e r  
f r o m  M S c  t o  P h D  p r e s e n t a t i o n ,  2 5 &  A u g u s t  2 0 0 5 .  
S . T .  L o u g h r a n ,  D .  W a l l s .  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  a n d  
A s s o c i a t e d  D i s e a s e s ,  p a r t  o f  t h e  I n f e c t i o u s  A g e n t s ;  B i o l o g y  &  C l i n i c a l  
I m p l i c a t i o n s  M o d u l e  f o r  M S c  I n  M o l e c u l a r  M e d i c i n e .  T r i n i t y  C e n t r e  f o r  
M o l e c u l a r  M e d i c i n e ,  S t .  J a m e s  H o s p i t a l ,  2 6 t h  J a n u a r y  2 0 0 6  a n d  1 "  M a r c h  2 0 0 7 .  
S m i t h ,  S . M . ,  P e g m a n ,  P . M . ,  D ' S o u z a ,  B . N . ,  L o u g h r a n ,  
S . T .  a n d  W a l l s ,  D .  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  l a t e n t  g e n e s  r e g u l a t e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  a n t i -  
a p o p t o t i c  c e l l u l a r  b f l - 1  g e n e .  B i o l o g i c a l  s e m i n a r  s e r i e s ,  D C U ,  G l a s n e v i n ,  D u b l i n  
9 .  A p r i l  2 o t h  2 0 0 4 .  
D ' S o u z a ,  B . N . ,  P e g r n a n ,  P . M . ,  S m i t h ,  S . M . ,  L o u g h r a n ,  
S . T . ,  M e h l ,  A . ,  Q a r k e ,  A . ,  B r c n n a n ,  P.. E d e l s t e i n ,  L . ,  R o e t t r n a n n ,  E . ,  G e l i n a s ,  C . ,  
K e m p k e s ,  B . ,  R a w e ,  M .  a n d  W a l I s .  D .  T h e  a n t i - a p o p t o t i c  b f l - ] / A 1  g e n e  i s  a  
t r a n s c r i p t i o n a l  t a r g e t  o f  t h e  E p s t e i n  - B a n -  V i r u s  l a t e n t  p r o t e i n s  L M P 1  a n c l  E B N A 2 .  
I r i s h  s o c i e t y  o f  h n m u n o l o g y  C o n f e r e n c e .  S t  V i n c e n t ' s  H o s p i t a l .  2 0 0 2 .  
D ' S o u z a ,  B . N . ,  P e g m a n ,  P . M . ,  S m i t h ,  S . M . ,  L o u g h r a n ,  
S . T . ,  C l a r k e ,  A . ,  M e h l ,  A . ,  B r e n n a n ,  P . ,  E d e l s t e i n ,  L . ,  F l o e t t m a n n ,  E . ,  G e l i n a s ,  C . ,  
K e m p k e s ,  B . ,  R o w e ,  M .  a n d  W a l l s ,  D .  M e c h a n i s m s  o f  T r a n s c r i p t i o n a l  
U p r e g u l a t i o n  o f  t h e  A n t i - A p o p t o t i c  b f l - l / A l  G e n e  b y  E p s t e i n - B a r r  V i r u s  L a t e n t  
P r o t e i n s .  J o i n t  E u r o p e a n  A s s o c i a t i o n  o f  C a n c e r  R e s e a r c h I B r i t i s h  A s s o c i a t i o n  o f  
C a n c e r  R e s e a r c h  C o n f e r e n c e .  D u b l i n ,  M a r c h  l " - 4 t h  2 0 0 3 .  A b s t r a c t  a c c e p t e d  b u t  
c o n f e r e n c e  s u b s e q u e n t l y  c a n c e l l e d .  
X X X I  
T r a i n i n g  c o u r s e s  a t t e n d e d  d u r i n g  t h i s  s t u d y  
a  P r o d u c t i o n  a n d  A p p l i c a t i o n  o f  A n t i b o d i e s  a n d  O t h e r  
I m m u n o l o g i c a l  R e a g e n t s  I n c o r p o r a t i n g  W e b - b a s e d  a n d  P r a c t i c a l  A p p r o a c h e s .  
N a t i o n a l  C e n t r e  f o r  S e n s o r  R e s e a r c h ,  D C U .  1 2 ' ~  F e b  2 0 0 2 .  
a  
C l i n i c a l  A p p l i c a t i o n s  o f  L a s e r  C a p t u r e  M i c r o d i s s e c t i o n  i n  
t h e  p r o t e i n  a n a l y s i s  o f  c o l o n i c  t u m o u r s .  I n s t i t u t e  o f  M o l e c u l a r  M e d i c i n e ,  T r i n i t y  
c e n t r e  f o r  H e a l t h  s c i e n c e s ,  S t .  J a m e s '  H o s p i t a l .  2 3 r d  O c t o b e r  2 0 0 3 .  
a  S o c i e t y  f o r  G e n e r a l  M i c r o b i o l o g y 1  M W G  B i o t e c h  
w o r k s h o p  o n  P r o d u c t i o n  a n d  A p p l i c a t i o n  o f  M i c r o a r r a y s .  D u b l i n  C i t y  U n i v e r s i t y ,  
3 ' d  -  4 4 t h  J u n e  2 0 0 4 .  
S i R N A  T r a i n i n g  C o u r s e :  s i R N A  U s e r  W o r k s h o p  p r e s e n t e d  
b y  A m b i o n  I n c  a t  t h e  N I C B ,  D u b l i n  C i t y  U n i v e r s i t y ,  2 o t h  - 2 2 n d  A p r i l  2 0 0 5 .  
a  R e f w o r k s  T r a i n i n g  C o u r s e ;  w e b  b a s e d  b i b l i o g r a p h i c  
m a n a g e r ,  1  3 t h  D e c e m b e r  2 0 0 5 .  
a  
A p p l i e d  B i o s y s t e m s  R e a l  T i m e  P C R  t r a i n i n g ,  D u b l i n  C i t y  
U n i v e r s i t y ,  1 3 ' ~  - 1 4 ' ~  J u n e  2 0 0 5  
A w a r d s ,  a c h i e v e m e n t s  a n d  p o s i t i o n s  h e l d  d u r i n g  t h i s  s t u d y  
R e c i p i e n t  o f  D C U  P o s t g r a d u a t e  A c c o m m o d a t i o n  S c h o l a r s h i p  2 0 0 2 - 2 0 0 3  
C h a i r p e r s o n  o f  B i o l o g i c a l  R e s e a r c h  S o c i e t y  2 0 0 2 - 2 0 0 3 .  I n v o l v e d  p r o m o t i o n  o f  S c i e n c e  
d u r i n g  s c i e n c e  w e e k ,  o r g a n i s i n g  s c i e n t i f i c  s e m i n a r s ,  s o c i a l  e v e n t s  a n d  a w a y  t r i p s .  
R e c i p i e n t  o f  O r l a  B e n s o n  A w a r d  f o r  P o s t g r a d u a t e  T r a v e l  2 0 0 4  
R e c i p i e n t  o f  D C U  P o s t g r a d u a t e  T r a v e l  B u r s a r y  2 0 0 4  
P o s t g r a d u a t e  R e p r e s e n t a t i v e  f o r  t h e  S c h o o l  o f  B i o t e c h n o l o g y  2 0 0 5 .  
S e l e c t e d  a s  a  c o n t e s t a n t  ( 4 4  c o n t e s t a n t s  f r o m  1 3  c o u n t r i e s )  f o r  G E  H e a l t h c a r e  E u r o p e a n  
W o r k s h o p  o n  C h a l l e n g i n g  P r o t e i n s  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  3 r d  E u r o p e a n  C o n t e s t  f o r  
Y o u n g  S c i e n t i s t s ,  P a r i s ,  1 7 t h  - l g t h  O c t o b e r  2 0 0 5 .  
X X X I I  
C H A P T E R  1  I n t r o d u c t i o n  
1 . 1  T h e  D i s c o v e r y  o f  H o d g k i n ' s  D i s e a s e  
H o d g k i n ' s  d i s e a s e  ( H D )  w a s  f i r s t  d e s c r i b e d  b y  T h o m a s  H o d g k i n  m o r e  t h a n  a  c e n t u r y  
a g o ,  w h o  r e p o r t e d  7  p a t i e n t s  i n  1 8 3 2 ,  b a s e d  s o l e l y  o n  g r o s s  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  
e n o r m o u s  n o d a l  a n d  s p l e n i c  e x p a n s i o n s  c a u s e d  b y  t h e  d i s e a s e  ( H o d g k i n ,  1 8 3 2 ) .  
A d v a n c e m e n t s  i n  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  a n d  h i s t o l o g i c a l  t e c h n i q u e s  i n  t h e  
s u b s e q u e n t  y e a r s  l e d  t o  t h e  d e s c r i p t i o n  o f  g i a n t  c e l l s  w i t h  a b u n d a n t  p r o t o p l a s m ,  m u l t i p l e  
b i z a r r e  n u c l e i  a n d  p r o m i n e n t  n u c l e o l i  ( T a y l o r  a n d  R i l e y ,  2 0 0 1 ) .  I n  1 8 9 8 ,  C a r l  S t e m b e r g  
d e s c r i b e d  t h e  m i c r o s c o p i c  f e a t u r e s  o f  t h e s e  c e l l s  i n  d e t a i l  b u t  a t t r i b u t e d  t h e  g i a n t  c e l l s  
a n d  l y m p h o c y t i c  b a c k g r o u n d  t o  a n  u n u s u a l  f o r m  o f  t u b e r c u l o s i s ,  a s  m a n y  p a t i e n t s  a t  t h e  
t i m e  w e r e  s t r i c k e n  b y  b o t h  d i s e a s e s  ( S t e m b e r g ,  1 8 9 8 ) .  H o w e v e r ,  i n  1 9 0 2 ,  D o r o t h y  R e e d  
p u b l i s h e d  e i g h t  c a s e s  o f  n o n - t u b e r c u l o s i s - a s s o c i a t e d  H D  t h a t  p r o v e d  i n s t r u m e n t a l  i n  
s e p a r a t i n g  t u b e r c u l o s i s  f r o m  t h e  e t i o l o g y  o f  t h i s  m a l i g n a n t  p r o c e s s  ( R e e d ,  1 9 0 2 ) .  
H o d g k i n ,  R e e d  a n d  S t e r n b e r g  d e s c r i b e d  a  c h a r a c t e r i s t i c  f e a t u r e  o f  H D  w h i c h  
d i s t i n g u i s h e s  t h i s  d i s e a s e  f r o m  o t h e r  c a n c e r s ;  t h e  e x t r a o r d i n a r y  a n d  u n e x p l a i n e d  s c a r c i t y  
o f  i t s  n e o p l a s t i c  c e l l s  i n  i n v o l v e d  t i s s u e ,  i d e n t i f i e d  h i s t o l o g i c a l l y  a s  m o n o n u c l e a r  
H o d g k i n  ( H )  c e l l s  a n d  m u l t i n u c l e a t e d  R e e d - S t e m b e r g  ( R S )  c e l l s  ( F i g u r e  1 . 1 ) ,  
s u r r o u n d e d  b y  a  b a c k g r o u n d  o f  l y m p h o c y t e s ,  p l a s m a  c e l l s ,  e o s i n o p h i l s ,  h i s t i o c y t e s  a n d  
s t r o m a l  c e l l s  i n  t h e  a f f e c t e d  l y m p h  n o d e s .  
F i g u r e  1 . 1  T y p i c a l  m o r p h o l o g y  o f  a  l y m p h - n o d e  a f f e c t e d  b y  H D .  
T h e  u s e  o f  a  s p e c i f i c  a n t i b o d y  t o  s t a i n  f o r  H / R S  c e l l s  ( i n d i c a t e d  b y  b l a c k  a r r o w s )  s h o w s  
t h e m  t o  b e  m o r p h o l o g i c a l l y  a b n o r m a l  m o n o n u c l e a t e d  a n d  m u l t i n u c l e a t e d  g i a n t  c e l l s  
s u r r o u n d e d  b y  a  c h a r a c t e r i s t i c  i n f i l t r a t e  o f  r o s e t t i n g  T - c e l l s ,  g r a n u l o c y t e s ,  a n d  
h i s t i o c y t e s .  A d a p t e d  f r o m  T h o m a s  e t  a l . ,  2 0 0 4 a .  
1 . 2  F r o m  H o d g k i n ' s  D i s e a s e  t o  H o d g k i n ' s  L y m p h o m a  
T h e  d i s c o v e r y ,  i n  1 9 9 4  b y  K u p p e r s  e t  a l . ,  t h a t  t h e  m a l i g n a n t  c e l l s  o f  H D  w e r e  B - c e l l  
d e r i v e d  l e d  t o  t h e  W o r l d  H e a l t h  o r g a n i s a t i o n  ( W H O )  r e c l a s s i f i c a t i o n  o f  H D  a s  
H o d g k i n ' s  l y m p h o m a  ( H L ) .  H L ,  w h i c h  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  f r e q u e n t  l y m p h o m a s  i n  t h e  
W e s t e r n  w o r l d  ( a c c o u n t i n g  f o r  3 0  %  o f  a l l  l y m p h o m a s ) ,  o f t e n  a f f e c t i n g  y o u n g  a d u l t s ,  i s  
c o m p o s e d  o f  t w o  d i f f e r e n t  e n t i t i e s :  t h e  r a r e  l y m p h o c y t e  p r e d o m i n a n t  H L  ( L P H L )  a n d  
t h e  m o r e  f r e q u e n t  c l a s s i c a l  H L  r e p r e s e n t i n g  9 5  %  o f  a l l  H L  ( P i l e r i  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  L P H L  
i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  d e t e c t i o n  o f  l y m p h o c y t i c  a n d  h i s t i o c y t i c  ( L & H )  c e l l s  e m b e d d e d  i n  a  
r e a c t i v e  i n f i l t r a t e .  C l a s s i c a l  H o d g k i n ' s  l y m p h o m a  ( c H L ) ,  a  s e p a r a t e  c l i n i c o p a t h o l o g i c  
e n t i t y  f r o m  L P H L ,  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  W R S  c e l l s  s u r r o u n d e d  b y  a  r e a c t i v e  
i n f i l t r a t e ,  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  f o u r  m o r p h o l o g i c a l  s u b t y p e s :  n o d u l a r  s c l e r o s i s  c H L ,  
m i x e d  c e l l u l a r i t y  c H L ,  l y m p h o c y t e - r i c h  c H L  a n d  l y m p h o c y t e - d e p l e t e d  c H L .  L P H L  
d i f f e r s  f r o m  c H L  i n  t e r m s  o f  i m m u n o p h e n o t y p e  ( p r e s e n c e  v e r s u s  a b s e n c e  o f  B - c e l l  
m a r k e r s ,  r e s p e c t i v e l y ) ,  m u t a t i o n a l  s t a t u s  o f  t h e  h e a v y  c h a i n  i m m u n o g l o b u l i n  ( I g )  g e n e  
( o n g o i n g  s o m a t i c  m u t a t i o n s  v e r s u s  c r i p p l i n g  m u t a t i o n s ,  r e s p e c t i v e l y ) ,  s i g n a l i n g  
p a t h w a y s  i n v o l v e d  i n  m a l i g n a n t  t r a n s f o r m a t i o n  ( e . g . ,  p r e s e n c e  v e r s u s  a b s e n c e  o f  B C L 6  
e x p r e s s i o n ,  r e s p e c t i v e l y )  a n d  p r e s e n c e  o f  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  ( E B V )  ( d e t e c t e d  i n  H / R S  
c e l l s  o f  c H L  m o s t l y  i n  t h e  m i x e d  c e l l u l a r i t y  v a r i a n t  ( 8 0  % )  b u t  r a r e l y  i n  L & H  c e l l s  o f  
L P H L  [ <  I % ] )  ( R e  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
T h e  m o s t  f r e q u e n t  s u b t y p e  o f  c H L  i s  n o d u l a r  s c l e r o s i s  ( N S H L )  ( F i g u r e  1 . 2 A ) ,  
a c c o u n t i n g  f o r  7 0  t o  8 0  %  o f  c a s e s  a n d  i s  t h e  o n l y  s u b t y p e  w i t h o u t  a  m a l e  
p r e d o m i n a n c e .  M i x e d  c e l l u l a r i t y  s u b t y p e  ( M C H L )  ( F i g u r e  1 . 2 B )  r e p r e s e n t s  1 0  t o  1 5  %  
o f  c a s e s ,  7 0  t o  8 0  %  a r e  m a l e  a n d  i s  m o r e  c o m m o n  i n  d e v e l o p i n g  c o u n t r i e s  a n d  i n  
p a t i e n t s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  ( H I V ) .  T h e  l y m p h o c y t e - r i c h  
s u b t y p e  ( L R H L )  ( F i g u r e  1 . 2 C )  r e p r e s e n t s  a p p r o x i m a t e l y  5  %  o f  H L ,  a n d  t h e  c l i n i c a l  
f e a t u r e s  a r e  s i m i l a r  t o  L P H L .  T h e  l e a s t  c o m m o n  s u b t y p e ,  l y m p h o c y t e - d e p l e t e d  ( L D H L )  
( F i g u r e  1 . 2 D ) ,  i s  v e r y  r a r e l y  s e e n  i n  p r i m a r y  p r e s e n t a t i o n  a n d  i s  l e s s  w e l l  c h a r a c t e r i s e d  
b e c a u s e  o f  i t s  r a r i t y .  L D H L  u s u a l l y  a f f e c t s  m a l e s  p r e s e n t i n g  i n  a d v a n c e d  s t a g e s  w i t h  t h e  
w o r s t  p r o g n o s i s  a m o n g  a l l  t h e  s u b t y p e s .  
T h e  f o c u s  o f  t h e  r e s e a r c h  i n  t h i s  s t u d y  w a s  c H L ,  p a r t i c u l a r l y  N S H L ,  t h e  m o s t  p r e v a l e n t  
d i s e a s e  t y p e ,  d u e  t o  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  c e l l  l i n e s  a n d  t i s s u e  b i o p s i e s .  
F i g u r e  1 . 2  L y m p h  n o d e  a n d  c e l l u l a r  m o r p h o l o g y  o f  c H L  d i s e a s e  t y p e s  
( A )  N S  d i s e a s e  t y p e  l y m p h  n o d e  c h a r a c t e r i s t i c  a p p e a r a n c e  ( l e f t )  d i s p l a y i n g  n u m e r o u s  
" l a c u n a r "  R S  v a r i a n t s  a n d  s c l e r o s i n g  b a n d s  o f  c o l l a g e n o u s  f i b r o s i s  f o r m i n g  a  n o d u l a r  
p a t t e r n .  T h e  f i b r o s i s  t h i c k e n s  t h e  c a p s u l e  a n d  d i v i d e s  t h e  p r o l i f e r a t i n g  p r o c e s s  i n t o  
" n o d u l e s "  o r  i s l a n d s .  C e l l u l a r  m o r p h o l o g y  o f  a f f e c t e d  l y m p h  n o d e  ( r i g h t )  s h o w i n g  W R S  
c e l l s  i n d i c a t e d  b y  b l a c k  a r r o w s .  P r e d o m i n a n t  m o r p h o l o g y  o f  t h e  W R S  c e l l s  i s  t h e  
l a c u n a r  c e l l ,  c h a r a c t e r i s e d  b y  l o b u l a t e d  n u c l e u s ,  p r o m i n e n t  e o s i n o p h i l l i c  n u c l e o l u s  a n d  
a b u n d a n t  c l e a r  c y t o p l a s m .  ( B )  M C  d i s e a s e  t y p e  l y m p h  n o d e  c h a r a c t e r i s t i c  a p p e a r a n c e  
( l e f t )  d i s p l a y i n g  n u m e r o u s  R S  c e l l s  i n  a  m i x e d  i n f l a m m a t o r y  b a c k g r o u n d  t h a t  
o b l i t e r a t e s  t h e  n o r m a l  a r c h i t e c t u r e .  P l a s m a  c e l l s  a n d  e o s i n o p h i l s  a r e  f r e q u e n t .  O n l y  
s m a l l  a m o u n t s  o f  f i b r o s i s  a n d  o c c a s i o n a l  n e c r o s i s  m a y  b e  p r e s e n t .  C e l l u l a r  m o r p h o l o g y  
o f  a f f e c t e d  l y m p h  n o d e  ( r i g h t )  s h o w i n g  W R S  c e l l  i n d i c a t e d  b y  b l a c k  a r r o w .  ( C )  L R  
d i s e a s e  t y p e  l y m p h  n o d e  c h a r a c t e r i s t i c  a p p e a r a n c e  ( l e f t ) ,  c l a s s i c  R S  c e l l s  a r e  r a r e  a n d  
d i f f i c u l t  t o  f i n d ,  b u t  m o n o n u c l e a r  " L & H M  H o d g k i n ' s  c e l l s  w i t h  " p o p c o r n "  s h a p e d  n u c l e i  
a n d  i n c o n s p i c u o u s  n u c l e o l i  a r e  p r e s e n t  a g a i n s t  a  b a c k g r o u n d  o f  s m a l l  l y m p h o c y t e s .  
C e l l u l a r  m o r p h o l o g y  o f  a f f e c t e d  l y m p h  n o d e  ( r i g h t )  s h o w i n g  W R S  c e l l s  i n d i c a t e d  b y  
b l a c k  a r r o w s .  ( D )  L D H L  n o d e  c h a r a c t e r i s t i c  a p p e a r a n c e  ( l e f t )  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  m a n y  
R S  c e l l s  a n d  v a r i a n t s  ( s m a l l  l y m p h o c y t e s  a r e  v i r t u a l l y  a b s e n t )  o r  b y  e x t e n s i v e  f i b r o s i s .  
C e l l u l a r  m o r p h o l o g y  o f  a f f e c t e d  l y m p h  n o d e  ( r i g h t )  s h o w i n g  W R S  c e l l  i n d i c a t e d  b y  
b l a c k  a r r o w .  A d a p t e d  f r o m  h t t p : N w w w . m e d - e d . v i r g i n i a . e d u / c o u r s e s / p a t W i m e s / w c ~ o d  
g k i n l  . c f m .  
1 . 3  C l i n i c a l  P r e s e n t a t i o n ,  s t a g i n g  a n d  t h e r a p y  
H L  p a t i e n t s  u s u a l l y  p r e s e n t  w i t h  a n  a s y m p t o m a t i c  l y m p h  n o d e  e n l a r g e m e n t  i n  
s u p r a d i a p h r a g m a t i c  a r e a s ,  u s u a l l y  i n  t h e  n e c k ,  w h i c h  m a y  i n c r e a s e  a n d  d e c r e a s e  o v e r  a  
p e r i o d  o f  a  f e w  m o n t h s .  S t a g i n g  u p o n  c l i n i c a l  p r e s e n t a t i o n  a l l o w s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  
o f  m o s t  r e l e v a n t  t r e a t m e n t  c h o i c e .  T h e  e x t e n t  o f  d i s e a s e  i s  a s s e s s e d  w i t h  t h e  f o u r - s t a g e  
I n t e r n a t i o n a l  U n i o n  A g a i n s t  C a n c e r  ( U I C C ,  2 0 0 2 ) -  A m e r i c a n  J o i n t  C o m m i t t e e  o n  
C a n c e r  ( A J C C )  C a n c e r  S t a g i n g  M a n u a l  ( G r e e n e  e t  a l . ,  2 0 0 2 )  a n d  A n n  A r b o r  
c l a s s i f i c a t i o n  ( C a r b o n e  e t  a l . ,  1 9 7 1 )  ( T a b l e  1 - 1 ) .  P a t i e n t s  a r e  c l a s s i f i e d  a s  h a v i n g  e a r l y -  
s t a g e  f a v o u r a b l e ,  u n f a v o u r a b l e  ( i n t e r m e d i a t e ) ,  o r  a d v a n c e d - s t a g e  d i s e a s e  a c c o r d i n g  t o  
a n a t o m i c  s t a g e  a n d  B - s y m p t o m s  ( a n d  p o s s i b l y  p r o g n o s t i c  f a c t o r s ,  s u c h  s e x  a n d  a g e ) .  
A p p r o x i m a t e l y  7 0  %  o f  p a t i e n t s  p r e s e n t  w i t h  s t a g e  I  o r  I 1  d i s e a s e  b u t  f o r t u n a t e l y ,  d u e  t o  
t h e  s u c c e s s e s  o f  m o d e m  c a n c e r  t h e r a p y ,  i n  e x c e s s  o f  9 0  %  f o r  e a r l y  s t a g e s  a n d  8 0  t o  8 5  
%  f o r  a d v a n c e d  s t a g e s ,  o f  a l l  p a t i e n t s  t r e a t e d  f o r  H L  r e a c h  c o m p l e t e  r e m i s s i o n  a f t e r  
i n i t i a l  t r e a t m e n t ,  d e p e n d i n g  o n  s t a g e  a n d  r i s k  f a c t o r  p r o f i l e .  
T a b l e  1 - 1  U I C C - A  J C C  a n d  t h e  A n n  A r b o r  s t a g i n g  c l a s s i f i c a t i o n  f o r  H L  
S t a g e  1 1 8  
S t a g e  I I I  
S t a g e  I I I E  
S t a g e  I I I s  
S t a g e  I I I E  + s  
S t a g e  I V  
C l i n i c a l  S t a g e  D e s c r i p t i o n  
S t a g e  I  
I n v o l v e m e n t  o f  a  s i n g l e  l y m p h  n o d e  r e g i o n .  
S t a g e  I E  
L o c a l i s e d  i n v o l v e m e n t  o f  a  s i n g l e  e x t r a l y m p h a t i c  o r g a n  o r  s i t e .  
S t a g e  I I  
I n v o l v e m e n t  o f  t w o  o r  m o r e  l y m p h  n o d e  r e g i o n s  o n  t h e  s a m e  s i d e  o f  t h e  
d i a p h r a g m .  
L o c a l i s e d  i n v o l v e m e n t  o f  a  s i n g l e  e x t r a l y m p h a t i c  o r g a n  o r  s i t e  a n d  i t s  r e g i o n a l  
l y m p h  n o d e ( s )  w i t h  o r  w i t h o u t  i n v o l v e m e n t  o f  o t h e r  l y m p h  n o d e s  r e g i o n s  o n  t h e  
s a m e  s i d e  o f  t h e  d i a p h r a g m .  
I n v o l v e m e n t  o f  l y m p h  n o d e  r e g i o n s  o n  b o t h  s i d e s  o f  t h e  d i a p h r a g m .  
L o c a l i s e d  i n v o l v e m e n t  o f  a n  a s s o c i a t e d  e x t r a l y m p h a t i c  o r g a n l s i t e .  
I n v o l v e m e n t  o f  t h e  s p l e e n .  
I n v o l v e m e n t  o f  b o t h  e x t r a l y m p h a t i c  o r g a n l s i t e  a n d  s p l e e n .  
D i s s e m i n a t e d  ( m u l t i f o c a l )  i n v o l v e m e n t  o f  o n e  o r  m o r e  e x t r a l y m p h a t i c  o r g a n s ,  
w i t h  o r  w i t h o u t  a s s o c i a t e d  l y m p h  n o d e  i n v o l v e m e n t ;  o r  i s o l a t e d  e x t r a l y m p h a t i c  
o r g a n  i n v o l v e m e n t  w i t h  d i s t a n t  ( n o n r e g i o n a l )  n o d a l  i n v o l v e m e n t .  
A l l  s t a g e s  d i v i d e d  
W i t h o u t  w e i g h t  l o s s l f e v e r l n i g h t  s w e a t s .  
W i t h  w e i g h t  l o s s  ( >  1 0  %  o f  b o d y  w e i g h t  w i t h i n  p r e v i o u s  6  m o n t h s ) / f e v e r  ( > 3 8  
" C ) / d r e n c h i n g  n i g h t  s w e a t s .  
*  S y s t e m i c  s y m p t o m s  o f  n i g h t  s w e a t s ,  f e v e r ,  a n d  w e i g h t  l o s s  a r e  r e p o r t e d  i n  a p p r o x i m a t e l y  3 0  %  o f  
p a t i e n t s .  A d a p t e d  f r o m  D i e h l ,  T h o m a s  a n d  R e ,  2 0 0 4 .  
I n  t h e  1 9 5 0 s  t o  1 9 6 0 s ,  t h e  m a n a g e m e n t  o f  H L  w a s  b a s e d  o n  t h e  u s e  o f  r a d i a t i o n  t h e r a p y  
a l o n e  a s  t h e  m a i n  t r e a t m e n t  m o d a l i t y .  C h e m o t h e r a p y  w a s  i n t r o d u c e d  a s  a  t r e a t m e n t  i n  
t h e  1 9 6 0 s ,  w i t h  t h e  m u l t i a g e n t  t h e r a p y ;  M O P P  ( n i t r o g e n  m u s t a r d ,  v i n c r i s t i n e ,  
5  
p r o c a r b a z i n e ,  a n d  p r e d n i s o n e ) ,  u s e d  c h i e f l y  i n  p a t i e n t s  w i t h  a d v a n c e d  s t a g e  d i s e a s e .  I n  
t h e  i n t e r v e n i n g  y e a r s ,  i m p r o v e d  s u r v i v a l  r a t e s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  w i t h  
p o l y c h e m o t h e r a p y  s u c h  a s  A B V D  [ d o x o r u b i c i n  ( a d r i a m y c i n ) ,  b l e o m y c i n ,  v i n b l a s t i n e ,  
d a c a r b a z i n e ]  a n d  B E A C O P P  ( b l e o m y c i n  e t o p o s i d e ,  d o x o r u b i c i n ,  c y c l o p h o s p h a m i d e ,  
v i n c r i s t i n e ,  p r o c a r b a z i n e ,  p r e d n i s o n e )  ( D e v i t a  e t  a l . ,  1 9 7 0 ;  B o n a d o n n a  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  
K a p l a n ,  1 9 8 0 ;  D i e h l  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  A t  p r e s e n t ,  i t  i s  i n t e r n a t i o n a l l y  a c c e p t e d  t h a t  t h e  " g o l d  
s t a n d a r d "  f o r  e a r l y - s t a g e  H L  t h e r a p y  c o n s i s t s  o f  a  c o m b i n e d  m o d a l i t y  t r e a t m e n t  
c o m p r i s i n g  a  s h o r t - d u r a t i o n  c h e m o t h e r a p y  ( t w o  t o  f o u r  c y c l e s  o f  A B V D )  f o l l o w e d  b y  
i n v o l v e d - f i e l d  r a d i a t i o n  t h e r a p y  ( I F - R T )  ( l o w - d o s e  o f  2 0 - 3 0  G y ) .  T r e a t m e n t  b y  I F - R T  
i n c l u d e s  t h e  c l i n i c a l l y  i n v o l v e d  l y m p h  n o d e  r e g i o n ,  w i t h  o r  w i t h o u t  l i m i t e d  c o v e r a g e  o f  
t h e  a d j a c e n t  u n i n v o l v e d  l y m p h  n o d e  r e g i o n .  
I n t e r m e d i a t e  d i s e a s e  i n d i c a t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  o n e  o r  m o r e  o f  t h e  f o l l o w i n g  a d v e r s e  
f a c t o r s ;  s y s t e m i c  s y m p t o m s  ( T a b l e  1 - 1 ;  S t a g e  I B  o r  S t a g e  I I B ) ,  b u l k y  m e d i a s t i n a l  
d i s e a s e ,  e x t r a n o d a l  e x t e n s i o n  ( T a b l e  1 - 1 ;  S t a g e  I E  o r  S t a g e  I I E )  o r  u n e x p l a i n e d  a n e m i a  
p l a c e s  t h e  p a t i e n t  i n  t h e  ' u n f a v o u r a b l e '  g r o u p .  P a t i e n t s  p r e s e n t i n g  w i t h  e a r l y  
u n f a v o u r a b l e  o r  i n t e r m e d i a t e  d i s e a s e  r e c e i v e  f o u r  c y c l e s  o f  A B V D  f o l l o w e d  b y  I F - R T  
( 2 0 - 3 0  G y ) .  
T h o s e  p a t i e n t s  p r e s e n t i n g  w i t h  a d v a n c e d - s t a g e  d i s e a s e  a r e  t r e a t e d  w i t h  e s c a l a t e d  
c h e m o t h e r a p y  ( w i t h  s i x  t o  e i g h t  c y c l e s  o f  A B V D ) .  H o w e v e r ,  t h e r e  a r e  c a r d i o t o x i c i t y  
a n d  p u l m o n a r y  s i d e  e f f e c t s  w i t h  s i x  t o  e i g h t  c o u r s e s  o f  A B V D ,  w h i c h  a r e  e x a c e r b a t e d  
w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  r a d i o t h e r a p y .  U n f o r t u n a t e l y ,  a d v a n c e d  s t a g e  H L  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  
a  p o o r  p r o g n o s i s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  p a t i e n t s  p r e s e n t i n g  w i t h  B  s y m p t o m s  o r  
r e l a p s e d / r e f r a c t o r y  s t a t u s .  O n e - t h i r d  t o  4 0  %  o f  p a t i e n t s  i n  s t a g e  ZV w i l l  r e l a p s e  a f t e r  
f i r s t - l i n e  t h e r a p y ,  a n d  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e s e  w i l l  u l t i m a t e l y  h a v e  a  f a t a l  o u t c o m e  
( B a l z a r o t t i  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
F o r  p a t i e n t s  w i t h  p r o g r e s s i v e  o r  r e l a p s i n g  d i s e a s e ,  d e p e n d i n g  o n  p r e v i o u s  t r e a t m e n t ,  
t h e r a p e u t i c  o p t i o n s  i n c l u d e  r a d i o t h e r a p y ,  c h e m o t h e r a p y ,  a n d  h i g h - d o s e  c h e m o t h e r a p y  
f o l l o w e d  b y  a u t o l o g o u s  s t e m - c e l l  t r a n s p l a n t a t i o n  ( C a n e l l o s ,  1 9 9 8 ;  J o s t i n g  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  
B r i c e  e t  n l . ,  1 9 9 9 ) ,  w h i c h  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  s u p e r i o r  t o  s t a n d a r d  c h e m o t h e r a p y  i n  
t w o  c l i n i c a l  t r i a l s  ( D i e h l ,  T h o m a s  a n d  R e ,  2 0 0 4 ) .  D i s e a s e  s t a t u s  i s  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  
f a c t o r  i n  p r e d i c t i n g  o u t c o m e  o f  p a t i e n t s  s c h e d u l e d  t o  r e c e i v e  h i g h - d o s e  c h e m o t h e r a p y  
a n d  a u t o l o g o u s  s t e m  c e l l  t r a n s p l a n t a t i o n  ( S w e e t e n h a m  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  C r u m p  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .  
1 . 3 . 2  R e c e n t  a d v a n c e s  i n  H L  t h e r a p y  
B a r t l e t t  e t  a l . ,  ( 1 9 9 5 )  d e v e l o p e d  a  s e v e n - d r u g  r e g i m e n ,  S t a n f o r d  V  ( m e c h l o r e t h a m i n e ,  
d o x o r u b i c i n ,  v i n b l a s t i n e ,  v i n c r i s t i n e ,  b l e o m y c i n ,  e t o p o s i d e ,  p r e d n i s o n e ,  a n d  g r a n u l o c y t e  
c o l o n y - s t i m u l a t i n g  f a c t o r )  t h a t  w a s  g i v e n  o n  a  w e e k l y  a l t e r n a t i n g  b a s i s  f o r  a  t o t a l  o f  1 2  
w e e k s  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  r a d i o t h e r a p y  f o r  a d v a n c e d  s t a g e  d i s e a s e .  T h e  a l t e r n a t i o n  a n d  
e x t e n d e d  t i m e  f r a m e  w a s  s u c h  t h a t  t h e  c u m u l a t i v e  t o t a l  d o s e  f o r  e a c h  d r u g  w a s  
m i n i m i s e d ,  t h e r e f o r e  r e s u l t i n g  i n  a  l o w  t o x i c i t y  p r o f i l e  b u t  y e t  m a i n t a i n i n g  o p t i m a l  
e f f i c a c y  f o r  c h e m o t h e r a p y .  A  p h a s e  I 1  c l i n i c a l  t r i a l  s h o w e d  t h e  5 - y e a r  f r e e d o m  f r o m  
p r o g r e s s i o n  w a s  8 9  %  a n d  t h e  o v e r a l l  s u r v i v a l  w a s  9 6  %  ( H o m i n g  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
I m p o r t a n t l y ,  f e w  m i d - t e r m  t o x i c  e f f e c t s  w e r e  r e p o r t e d  a n d  f e r t i l i t y  c o u l d  b e  p r e s e r v e d  i n  
b o t h  m e n  a n d  w o m e n  ( H o m i n g  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
A n  i n c r e a s e d  d o s e  o f  t h e  B E A C O P P  r e g i m e n ,  d e v e l o p e d  b y  t h e  G e r m a n  H o d g k i n ' s  
S t u d y  g r o u p ,  i s  c o n s i d e r a b l y  s u p e r i o r  t o  C O P P I A B V D  f o r  p r i m a r y  p r o g r e s s i o n  a n d  
f r e e d o m  f r o m  t r e a t m e n t  f a i l u r e  ( D i e h l  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  T h i s  t h e r a p y  r e s u l t s  i n  a  1 0 - 2 0  %  
h i g h e r  f r e e d o m - f r o m - p r o g r e s s i o n  r a t e  a n d  a n  o v e r a l l  s u r v i v a l  b e n e f i t  o f  a b o u t  8  %  o v e r  
A B V D  o r  C ( M ) O P P / A B V D  a t  5  y e a r s .  H o w e v e r ,  i n c r e a s e d  s h o r t - t e r m  a n d  l o n g - t e r m  
t o x i c i t i e s  w e r e  d o c u m e n t e d  i n  t h e  g r o u p  u n d e r g o i n g  i n c r e a s e d  d o s e  B E A C O P P  r e g i m e n  
( s e c o n d a r y  l e u k e m i a l i n f e r t i l i t y ) .  P r e s e n t l y ,  w h e t h e r  B E A C O P P  w h e n  g i v e n  w i t h  p a r t i a l  
i n c r e a s e d  d o s e s  i s  s u p e r i o r  t o  A B V D  i s  t h e  s u b j e c t  o f  a n  o n g o i n g  i n t e r n a t i o n a l  t r i a l .  
A  m a r g i n a l l y  l e s s  i n t e n s e  h y b r i d  t h a n  t h e  B E A C O P P  r e g i m e n  c o m p r i s i n g  c h l o r a m b u c i l ,  
v i n b l a s t i n e ,  p r o c a r b a z i n e ,  a n d  p r e d n i s o l o n e  w i t h  e t o p o s i d e ,  v i n c r i s t i n e ,  a n d  d o x o r u b i c i n  
( C h l V P P I E V A )  h a s  b e e n  u s e d  i n  t h e  U n i t e d  K n g d o m .  I t  s e e m s  t o  p r o v i d e  s i m i l a r  l e v e l s  
o f  d i s e a s e  c o n t r o l  t o  B E A C O P P  b u t  w i t h o u t  t h e  s a m e  l e u k e m i a  i n c i d e n c e  ( R a d f o r d  e t  
a l . ,  2 0 0 2 )  b u t  d o e s  r e s u l t  i n  p e r m a n e n t  a z o o s p e r m i a  i n  a  h i g h  p r o p o r t i o n  o f  m e n  ( C l a r k  
e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  
R a d f o r d  e t  a l . ,  ( 2 0 0 2 ) ,  c o m p a r e d  t h e  a b b r e v i a t e d ,  1 1 - w e e k  c h e m o t h e r a p y  r e g i m e n  
v i n c r i s t i n e ,  d o x o r u b i c i n ,  p r e d n i s o l o n e ,  e t o p o s i d e ,  c y c l o p h o s p h a m i d e ,  a n d  b l e o m y c i n  
( V A P E C - B )  w i t h  C h l V P P E V A  p l u s  r a d i o t h e r a p y  f o r  p r e v i o u s  b u l k y  d i s e a s e  o r  r e s i d u a l  
d i s e a s e .  F r e e d o m  f r o m  p r o g r e s s i o n ,  e v e n t - f r e e  s u r v i v a l ,  a n d  o v e r a l l  s u r v i v a l  w e r e  
s i g n i f i c a n t l y  s u p e r i o r  w i t h  C h l V P P E V A  t h a n  w i t h  V A P E C - B .  
T u m o u r  i m m u n o t h e r a p y  h a s  b e e n  t h e  f o c u s  o f  i n t e n s e  r e s e a r c h  i n t o  m o r e  t a r g e t e d  HL 
t h e r a p y  i n  r e c e n t  t i m e s .  H I R S  c e l l s  s p e c i f i c a l l y  e x p r e s s  C D 3 0  a n t i g e n  a n d  e x p e r i m e n t a l  
t h e r a p e u t i c s  w i t h  a n t i b o d y - b a s e d  r e g i m e n s  t a r g e t i n g  m a l i g n a n t  c e l l s  a r e  c u r r e n t l y  b e i n g  
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i n v e s t i g a t e d .  S G N - 3 0 ,  a  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( m A b )  w i t h  a c t i v i t y  a g a i n s t  C D 3 0 +  
m a l i g n a n c i e s  ( W a h l  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) ,  i s  c u r r e n t l y  i n  p h a s e  I 1  c l i n i c a l  e v a l u a t i o n  f o r  
t r e a t m e n t  o f  H L .  C e r v e n y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ,  h a v e  s h o w n  t h a t  s i g n a l i n g  v i a  t h e  a n t i - C D 3 0  
m A b  S G N - 3 0  s e n s i t i s e s  H L  c e l l s  t o  c o n v e n t i o n a l  c h e m o t h e r a p e u t i c s .  A  f u l l y  h u m a n  
m o n o c l o n a l  a n t i - C D 3 0  a n t i b o d y  ( 5 F l 1 ,  a l s o  k n o w n  a s  M D X - 0 6 0 ) ,  d e v e l o p e d  b y  
B o r c h m a n n  e t  a l . ,  ( 2 0 0 3 ) ,  h a s  b e e n  s h o w n  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  c o n v e n t i o n a l  
c h e m o t o x i c  a g e n t s  t o  e n h a n c e  e f f i c a c y  i n  k i l l i n g  a  v a r i e t y  o f  l y m p h o m a  c e l l  l i n e s  
( H e u c k  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  A  p h a s e  I / L I  c l i n i c a l  t r i a l  w i t h  5 F 1 1  i n  p a t i e n t s  w i t h  r e l a p s e d  H L  i s  
u n d e r w a y  a n d  i s  s h o w i n g  p r o m i s i n g  r e s u l t s  ( A n s e l l  e t  a l ,  2 0 0 3 ) .  
B o r t e z o m i b  ( P S - 3 4 1 ) ,  i s  a  r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r  o f  t h e  2 6 s  p r o t e a s o m e ,  o n e  o f  a  n o v e l  
c l a s s  o f  c h e m o t h e r a p e u t i c  a g e n t s  t h a t  h a s  b e e n  F D A - a p p r o v e d  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  
m u l t i p l e  m y e l o m a  i n  a d u l t s  ( V o o r h e e s  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  a n d  i s  b e i n g  t e s t e d  a s  a  
c h e m o s e n s i t i s e r  i n  a  v a r i e t y  o f  a d u l t  s o l i d  t u m o r  a n d  h e m a t o l o g i c  m a l i g n a n c i e s .  I t  
i n t e r f e r e s  w i t h  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  a  v a r i e t y  o f  p r o t e i n s  i n c l u d i n g  I K B a ,  l e a d i n g  t o  l e s s  
n u c l e a r  f a c t o r - d 3  ( N F - K B )  a n d  i n c r e a s e d  a p o p t o s i s .  C l i n i c a l  t r i a l s  h a v e  r e c e n t l y  b e e n  
p r o p o s e d  t o  e x p l o r e  t h e  u s e  o f  b o r t e z o m i b  a s  a  c h e m o s e n s i t i s i n g  a g e n t  i n  H L .  
P o t e n t i a l  t h e r a p i e s  m e r i t i n g  f u r t h e r  s t u d y  i n c l u d e ,  t h e  a n t i - C D 2 5  r i c i n  A - c h a i n  
i m m u n o t o x i n  ( E n g e r t  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) ,  a n t i - C D 1 6 l C D 3 0  b i s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  ( H a r t m a n n  e t  
a l . ,  1 9 9 7 )  a n d  i n f u s i o n  o f  c y t o t o x i c  T  c e l l s  s p e c i f i c  f o r  E B V  ( H e s l o p  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  
T h e s e  e m e r g i n g  e x p e r i m e n t a l  s t r a t e g i e s  m a y  b e  u s e d  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  c h e m o t h e r a p y  
a s  f u t u r e  t r e a t m e n t  a n d  c o u l d  b e  e f f e c t i v e  i n  a  s e t t i n g  o f  m i n i m u m  r e s i d u a l  d i s e a s e  
i n d u c e d  b y  h i g h - d o s e  c h e m o t h e r a p y .  
T h a n k s  t o  t h e  a d v a n c e s  i n  e f f e c t i v e  t r e a t m e n t ,  H L  h a s  b e c o m e  a  h i g h l y  c u r a b l e  d i s e a s e  
o v e r  t h e  l a s t  f e w  d e c a d e s  b e c a u s e  o f  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  e f f i c i e n t  p o l y c h e m o t h e r a p y  a n d  
t h e  u s e  o f  r i s k - a d a p t e d  r e d u c e d  ( d o s e  a n d  f i e l d  s i z e )  r a d i o t h e r a p y .  I n  s u m m a r y ,  A B V D  
r e m a i n s  t h e  s t a n d a r d  t r e a t m e n t  f o r  a d v a n c e d  H L ,  g i v e n  t h e  e v e n t  f r e e  s u r v i v a l  a n d  
o v e r a l l  s u r v i v a l  r e s u l t s ,  a n d  t h e  b e t t e r  t o x i c i t y  p r o f i l e ,  i n c l u d i n g  l a t e  e f f e c t s .  A n  
i m p r o v e m e n t  i n  o v e r a l l  s u r v i v a l  i s  u n l i k e l y  t o  s h o w  i n  f u t u r e  s t u d y  g e n e r a t i o n s  b e c a u s e  
o f  a l r e a d y  e x c e l l e n t  l o n g - t e r m  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  c o m b i n e d  m o d a l i t y  t r e a t m e n t  ( i . e . ,  a  
1 0 - y e a r  o v e r a l l  s u r v i v a l  o f  a b o u t  9 5  % )  @ i e h l ,  T h o m a s  a n d  R e ,  2 0 0 4 ) .  
H o w e v e r ,  l o n g - t e r m  t o x i c  e f f e c t s  a r e  a  m a j o r  c o n c e r n  i n  H L - c u r e d  p a t i e n t s ,  w h o  a r e  
u s u a l l y  v e r y  y o u n g  a t  d i a g n o s i s  a n d  s h o w  a  h i g h  p r o b a b i l i t y  o f  c u r e  o f  t h e i r  d i s e a s e  
( T a b l e  1 - 2 ) .  T h e  m a i n  c h a l l e n g e  i n  t h e  n e a r  f u t u r e  w i l l  b e  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s t r a t e g i e s  
t h a t  d e c r e a s e  l a t e  m o r b i d i t y  a n d  m o r t a l i t y  b u t  r e t a i n  t h e  s a m e  e f f i c a c y  o f  c u r r e n t  
r e g i m e n s  ( D i e h l ,  T h o m a s  a n d  R e ,  2 0 0 4 ) .  
T h e  a n t i - a p o p t o t i c  p h e n o t y p e  i s  o n e  o f  t h e  h a l l m a r k s  o f  W R S  c e l l s  o f  c H L .  I t  m i g h t ,  
t h e r e f o r e ,  b e  p r o m i s i n g  t o  t a r g e t  m o l e c u l e s  t h a t  m e d i a t e  a p o p t o t i c  r e s i s t a n c e  u s i n g  s m a l l  
m o l e c u l e s  o r  a n t i s e n s e  m o l e c u l e s .  M o r e  t a r g e t e d  t r e a t m e n t  o f  d e r e g u l a t e d  g e n e s  m a y  
p e r m i t  t h e  u s e  o f  r e d u c e d - d o s e  c h e m o t h e r a p y  w i t h  l e s s  a d v e r s e  t r e a t m e n t  s e q u e l a e .  T h e  
e x p r e s s i o n  a n d  r o l e  o f  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  b $ - 1  g e n e  h a s  b e e n  e x a m i n e d  i n  W R S  c e l l s  o f  
c H L  i n  t h i s  s t u d y ,  w i t h  a  v i e w  t o  e s t a b l i s h i n g  t h e  t h e r a p e u t i c  p o t e n t i a l  o f  t h i s  g e n e  a n d  
a d d r e s s i n g  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  t h e r a p e u t i c  c h a l l e n g e .  
T a b l e  1 - 2  L o n g - t e r m s  t o x i c  e f f e c t s  a f t e r  t r e a t m e n t  f o r  H L  
E f f e c t s  D e s c r i p t i o n  
M i n o r  
E n d o c r i n e  d y s f u n c t i o n s  ( h y p o t h y r o i d i s m ,  h y p w m c n m r h e a ,  d e c r e a s e d  l i b i d o ) .  
L o n g - t e r m  i m m u n o s u p p r e s s i o n .  
V i r a l  I n f e c t i o n s  ( H e r p e s  s i m p l e x ,  V a r z i e l l a  z o s t e r ,  
p a p i l l o m a v i r u s e s ,  w a r t s  v i r u s e s ) .  
S e r i o u s  
L u n g  f i b r o s i s  f r o m  r a d i a t i o n  p l u s  b l e o m y c i n .  
M y o c a r d i a l  d a m a g e  f r o m  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  r a d i a t i o n .  
S t e r i l i t y  i n  m e n  a n d  w o m e n .  
G r o w t h  a b n o r m a l i t i e s  i n  c h i l d r e n  a n d  a d o l e s c e n t s .  
O p p o r t u n i s t i c  i n f e c t i o n s .  
P s y c h o l o g i c a l  p r o b l e m s .  
P s y c h o s o c i a l  d i s t u r b a n c e s .  
F a t i g u e .  
P o t e n t i a l l y  f a t a l  
A c u t e  m y e l o i d  l e u k a e m i a / m y e l o d y s p l a s t i c  s y n d r o m e .  
N o n - H o d g k i n  l y m p h o m a s .  
S o l i d  t u m o u r s  ( l u n g ,  b r e a s t ,  a n d  c o l o n  c a n c e r ,  s a r c o m a s ) .  
O v e r w h e l m i n g  b a c t e r i a l  s e p s i s  a f t e r  s p l e n e c t o m y  o r  s p l e e n  i r r a d i a t i o n  ( O P S I ) .  
A d a p t e d  f r o m  D i e h l ,  T h o m a s  a n d  R e ,  2 0 0 4 .  
1 . 4  M o l e c u l a r  o r i g i n s  o f  W R S  c e l l s  a n d  i m m u n o p a t h o g e n e s i s  
T h e  n o r m a l  c e l l u l a r  c o u n t e r p a r t  o f  t h e  W R S  c e l l  h a s  l o n g  b e e n  e n i g m a t i c  d u e  t o  t h e  
p r o m i s c u o u s  e x p r e s s i o n  i n  W R S  c e l l s  o f  m a r k e r s  t h a t  a r e  n o r m a l l y  e x p r e s s e d  i n  d i s t i n c t  
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h e m a t o p o i e t i c  l i n e a g e s  ( S t a u d t ,  2 0 0 0 ) .  H I R S  c e l l s  c a n  v a r i a b l y  e x p r e s s  T  c e l l  m a r k e r s  
( C D 2 ,  C D 4 ,  g r a n z y m e  B ) ,  B  c e l l  m a r k e r s  ( C D 1 9 ,  C D 2 0 ) ,  a n d  m y e l o i d  m a r k e r s  ( C D 1 5 ,  
c - f m s )  ( S t a u d t ,  2 0 0 0 ) .  
S i n g l e - c e l l  P C R  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  i n  t h e  v a s t  m a j o r i t y  o f  c H L  c a s e s  a n d  i n  a l l  
c a s e s  o f  L P H L  s u b t y p e ,  t h e  n e o p l a s t i c  c e l l s  ( W R S  c e l l s  a n d  L & H  c e l l s  r e s p e c t i v e l y )  
c a r r y  c l o n a l  I g  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n  g e n e  r e a r r a n g e m e n t s ,  p r o v i d i n g  s t r o n g  e v i d e n c e  
f o r  b o t h  t h e  c l o n a l  n a t u r e  a n d  t h e  B - l y m p h o i d  d e r i v a t i o n  o f  t h e  m a l i g n a n t  p o p u l a t i o n .  
A n a l y s i s  o f  t h i s  D N A  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  r e a r r a n g e d  I g  g e n e s  i n  H L  L & H  a n d  H / R S  
c e l l s  h a v e  b e e n  t a r g e t s  o f  t h e  s o m a t i c  h y p e r m u t a t i o n  ( S H M )  p r o c e s s ,  i m p l y i n g  t h a t  H L  
o r i g i n a t e s  f r o m  n e o p l a s t i c  t r a n s f o r m a t i o n  o f  a  g e r m i n a l  c e n t r e  ( G C )  B  c e l l  b e c a u s e  
m u t a t i o n s  a r e  i n t r o d u c e d  i n t o  I g  g e n e s  d u r i n g  t h i s  p a r t i c u l a r  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e  o f  t h e  
B - c e l l  ( F i g u r e  1 . 3 )  ( K a n z l e r  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  T h e  d a t a  p r e s e n t e d  b y  M a r a f i o t i  e t  a l . ,  ( 2 0 0 0 ) ,  
i n d i c a t e  t h a t  H L  i s  i n  n e a r l y  a l l  c a s e s ' ,  i r r e s p e c t i v e  o f  p h e n o t y p e  a n d  E B V  i n f e c t i o n ,  a  
B - c e l l - d e r i v e d  l y m p h o p r o l i f e r a t i v e  d i s o r d e r  a n d  t h a t  t h e  W R S  c e l l s  w i t h  r e a r r a n g e d  I g  
g e n e s  r e p r e s e n t  w i t h o u t  a n y  e x c e p t i o n  a  c l o n a l  o u t g r o w t h  o f  a  s i n g l e  t r a n s f o r m e d  B  
c e l l .  R e c e n t  f i n d i n g s  o f  B a i  e t  a l . ,  ( 2 0 0 6 ) ,  i n d i c a t e  t h a t  W R S  c e l l s  i n  m o s t  c H L  ( 8 2  % )  
d i s p l a y  b c l 6 1 C D  l O / M U M  l f C D 1 3 8  i m m u n o p h e n o t y p e s  c o n s i s t e n t  w i t h  l a t e  G C I e a r l y  
p o s t - G C  o r  p o s t - G C  B - c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n .  
A l t h o u g h  W R S  c e l l s  a r e  u s u a l l y  t r a n s f o r m e d  B  c e l l s ,  g l o b a l  g e n e  e x p r e s s i o n  a n a l y s i s  o f  
H / R S  c e l l  l i n e s  u s i n g  m i c r o a r r a y s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  t h e s e  c e l l s  h a v e  l o s t  t h e  e x p r e s s i o n  
o f  m o s t  B - c e l l  m a r k e r s  t o  a n  e x t e n t  t h a t  i s  u n i q u e  a m o n g  B - c e l l  l y m p h o m a s  
( S c h w e r i n g  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  W R S  c e l l s  d o  n o t  e x p r e s s  f u n c t i o n a l  B  c e l l  r e c e p t o r  ( B C R )  
( F i g u r e  1 . 3 )  e i t h e r  b e c a u s e  o f  n o n - f u n c t i o n a l  V H  g e n e  r e - a r r a n g e m e n t s  o r  b e c a u s e  o f  
l o s s  o f  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  n e c e s s a r y  f o r  I g  t r a n s c r i p t i o n  ( K a n z l e r  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  
M a r a f i o t i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  R e  e t  a l . ,  2 0 0 1 a  a n d  b )  b u t  h a v e  a c q u i r e d  t h e  c a p a c i t y  t o  s u r v i v e  
l o s s  o f  B C R  e x p r e s s i o n ,  a n  e v e n t  t h a t  w o u l d  o t h e r w i s e  i n v a r i a b l y  l e a d  t o  d e a t h  b y  
a p o p t o s i s  o f  a  G C  B  c e l l  ( J u n g n i c k e l  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  
I n  E B V - p o s i t i v e  c a s e s  o f  H L ,  t h e  l a t e n t  m e m b r a n e  p r o t e i n  L M P 2 a  i s  e x p r e s s e d ,  w h i c h  
h a r b o u r s  a  c y t o p l a s m a t i c  m o t i f  t h a t  i s  a l s o  f o u n d  i n  t h e  c o r e c e p t o r s  o f  t h e  B C R  a n d  t h a t  
m e d i a t e s  s i g n a l i n g  o f  c r o s s - l i n k e d  B C R .  I t  h a s  b e e n  s p e c u l a t e d  t h a t  L M P 2 a  m a y  r e p l a c e  
t h e  s u r v i v a l  s i g n a l  o f  t h e  B C R  i n  G C  B  c e l l s  a c q u i r i n g  d e s t r u c t i v e  I g  V  g e n e  m u t a t i o n s .  
B e c h t e l  e t  a l . ,  ( 2 0 0 5 ) ,  t e s t e d  t h e  c a p a b i l i t y  o f  E B V  t o  r e s c u e  B C R - d e f i c i e n t  h u m a n  G C  
B  c e l l s  f r o m  a p o p t o s i s .  G C  B  c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  i n  v i t r o  w i t h  E B V  t o  e s t a b l i s h  
I n  r a r e  c a s e s  ( a b o u t  2 % )  H l R S  c e l l s  o r i g i n a t e  f r o m  T  c e l l s  ( M u s c h e n  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  S e j t z  e t  n l . ,  2 0 0 0 ) ,  
1 0  
l y m p h o b l a s t o i d  c e l l  l i n e s ,  s e v e r a l  o f  w h i c h  c a r r i e d  d e s t r u c t i v e  m u t a t i o n s  r e n d e r i n g  
o r i g i n a l l y  f u n c t i o n a l  I g  V  g e n e  r e a r r a n g e m e n t s  n o n - f u n c t i o n a l .  N o r m a l l y ,  t h e s e  
d e s t r u c t i v e  m u t a t i o n s  w o u l d  h a v e  c a u s e d  r a p i d  c e l l  d e a t h  b u t  E B V  r e s c u e d  t h e s e  B C R -  
d e f i c i e n t  G C  B  c e l l s  f r o m  a p o p t o s i s .  
S u r p r i s i n g l y ,  L & H  c e l l s  d i f f e r e d  m a r k e d l y  f r o m  W R S  c e l l s  i n  t h a t  t h e y  c o n s i s t e n t l y  
e x p r e s s e d  t y p i c a l  B - l i n e a g e  m a r k e r s ,  s u c h  a s  C D 2 0  o r  t h e  B C R ,  p l a c i n g  L P H L  d i s e a s e  
i n  t h i s  d i s t i n c t  s t a g e  o f  B - c e l l  m a t u r a t i o n  ( F i g u r e  1 . 3 ) .  
E " '  
f  c e l l  w  .  
F i g u r e  1 . 3  T h e  G C  d e r i v a t i o n  o f  H / R S  c e l l s  i n  c H L  a n d  L & H  c e l l s  i n  L P H L  
C l o n a l  r e a r r a n g e d  I g  g e n e s  w e r e  a m p l i f i e d  f r o m  s i n g l e  W R S  c e l l s  t h a t  h a d  b e e n  
m i c r o m a n i p u l a t e d  f r o m  p r i m a r y  H L  b i o p s y  s p e c i m e n s  ( K u p p e r s  e t  n l . ,  1 9 9 4 ) .  T h e  
d e t e c t i o n  o f  s o m a t i c  m u t a t i o n s  w i t h i n  t h e  r e a r r a n g e d  I g  g e n e s  i m p l i e d  a  G C  o r  p o s t - G C  
B  c e l l  t o  b e  t h e  p r e c u r s o r  o f  W R S  c e l l s ,  b e c a u s e  m u t a t i o n s  a r e  i n t r o d u c e d  i n t o  I g  g e n e s  
d u r i n g  t h i s  p a r t i c u l a r  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e  o f  t h e  B - c e l l  ( K a n z l e r  e t  n l . ,  1 9 9 6 ) .  B e c a u s e  
s e l e c t i o n  f o r  a n t i g e n  i s  a  h a l l m a r k  o f  t h e  G C ,  t h e  p r e c u r s o r  o f  t h e  W R S  c e l l s  w a s  
d e f i n e d  a s  a  p r e - a p o p t o t i c  G C  B  c e l l  t h a t  b y  a c q u i r i n g  s e l e c t i o n  a d v a n t a g e s  b y  y e t  
u n d e t e r m i n e d  m e c h a n i s m s ,  h a d  e s c a p e d  t h e  n e g a t i v e  s e l e c t i o n .  L P H L  s h o w e d  c l o n a l  I g  
g e n e  r e a r r a n g e m e n t s  w i t h  o n g o i n g  m u t a t i o n s ,  d e f i n i n g  a  m u t a t i n g  G C  B - c e l l  c l o n e  w i t h  
s i g n s  o f  s e l e c t i o n  f o r  a n t i g e n  a s  t h e  p u t a t i v e  p r e c u r s o r  o f  L & H  c e l l s  ( K u p p e r s  e t  n l . ,  
1 9 9 4 ;  B r a e u n i n g e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  M a r a f i o t i  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  A  h a l l m a r k  o f  t h e  G C  r e a c t i o n  i s  
t h e  p r o c e s s  o f  h y p e r m u t a t i o n  r e s u l t i n g  i n  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s o m a t i c  m u t a t i o n s  i n  t h e  
r e a r r a n g e d  I g  g e n e s  o f  B  c e l l s  i n  t h e  d a r k  z o n e  o f  t h e  G C  i n  o r d e r  t o  i n c r e a s e  a n t i b o d y  
a f f i n i t y  ( R a j e w s k y ,  1 9 9 6 ) .  T h e  h y p e r m u t a t i o n  p r o c e s s  p r e c e d e s  n e g a t i v e  s e l e c t i o n  o f  B  
c e l l s  i n  t h e  l i g h t  z o n e  o f  t h e  G C  t h a t  h a v e  a c q u i r e d  u n f a v o u r a b l e  m u t a t i o n s  i n  t h e i r  I g  
g e n e s  l e a d i n g  t o  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a  l o w - a f f i n i t y ,  t r u n c a t e d ,  o r  a u t o r e a c t i v e  B C R .  I n  a  
p h y s i o l o g i c a l  i m m u n e  r e a c t i o n ,  B  c e l l s  t h a t  d i s p l a y  s u c h  u n f a v o u r a b l e  f e a t u r e s  a r e  
e f f i c i e n t l y  e l i m i n a t e d  b y  f a t t y  a c i d  s y n t h a s e  ( F A S ) - m e d i a t e d  a p o p t o s i s .  A d a p t e d  f r o m  
T h o m a s  e t  a l . ,  2 0 0 4 a .  
1 . 4 . 2  H I R S  c e l l s  e v a d e  a p o p t o t i c  c e l l  d e a t h  a n d  l e a d  t o  s y s t e m i c  
l y m p h o m a  
H / R S  c e l l s  e x p r e s s  C D 9 5  ( F a s )  a n d  o t h e r  t u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r  r e c e p t o r  ( T N F R )  
f a m i l y  m e m b e r s  s u c h  a s  T N F R 1 ,  T R A I L - R 1  a n d  T R A I L - R 2 ,  w h i c h  c a r r y  d e a t h  
d o m a i n s  ( D D s )  a n d  c a n  i n d u c e  a p o p t o s i s  b y  c a s p a s e  a c t i v a t i o n  ( M a g g i o  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  
X e r r i  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  I n  t h e  B - c e l l  l i n e a g e ,  F A S  g e n e  e x p r e s s i o n  p e a k s  a t  t h e  G C  s t a g e  
( M a r t i n e z - V a l d e z  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  B  c e l l s  w i t h  s e l f  r e a c t i v e  o r  l o w  a f f i n i t y  a n t i b o d y  d i e  b y  
F a s - m e d i a t e d  a p o p t o s i s ,  w h e r e a s  c e l l s  t h a t  e x p r e s s  I g  w i t h  i n c r e a s e d  a f f i n i t y  f o r  t h e  
c o r r e s p o n d i n g  a n t i g e n  a r e  s t i m u l a t e d  t o  p r o l i f e r a t e  a n d  e x i t  t h e  G C  a s  m e m o r y  B  c e l l s  
o r  p l a s m a  c e l l s  ( F i g u r e  1 . 3 )  ( R a j e w s k y ,  1 9 9 6 ) .  
H / R S  c e l l s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  r e s i s t a n t  t o  c e l l  d e a t h - i n d u c t i o n  v i a  C D 9 5  a c t i v a t i o n  
i n  v i t r o  ( R e  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) ,  e v i d e n c e  t h a t  t h e  C D 9 5  d e a t h - s i g n a l i n g  p a t h w a y  m u s t  b e  
i n t e r r u p t e d  i n  H / R S  c e l l s .  I n  t h e  G C ,  c e l l u l a r  F A S  a s s o c i a t e d  D D - l i k e  I L - I S - c o n v e r t i n g  
e n z y m e  ( F L I C E )  i n h i b i t o r y  p r o t e i n  ( c - F L I P ) ,  a  p r o x i m a l  n e g a t i v e  r e g u l a t o r  o f  t h e  
C D 9 5 - i n d u c e d  d e a t h  p r o g r a m ,  i s  n o r m a l l y  r e s t r i c t e d  t o  B  c e l l s  t h a t  d i s p l a y  h i g h - a f f i n i t y  
a n d  n o n - s e l f  r e a c t i v e  B C R s .  H o w e v e r ,  c - F L I P  i s  e x p r e s s e d  a t  h i g h  l e v e l s  i n  H / R S  c e l l s  
( M a g g i o  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  D u t t o n  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  a n d  i t s  k n o c k d o w n  r e s u l t s  i n  a  s e n s i t i s a t i o n  o f  
H L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  t o  C D 9 5 - i n d u c e d  a p o p t o s i s ,  i m p l y i n g  t h a t  c - F L I P  p l a y s  a  c e n t r a l  
r o l e  i n  p r e v e n t i n g  C D 9 5 - m e d i a t e d  a p o p t o s i s  o f  W R S  c e l l s  ( i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 . 4  a n d  
F i g u r e  1 . 9 )  ( D u t t o n  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  M a t h a s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h u s ,  c - F L I P  e x p r e s s i o n  b y  W R S  
c e l l s  r e p r e s e n t s  t h e  i l l e g i t i m a t e  u s e  o f  a n  a n t i - a p o p t o t i c  g e n e  ( T h o m a s  e t  a l . ,  2 0 0 4 a ) .  
L i n e a g e  p r o m i s c u i t y  m a y  a l s o  p r e v e n t  k i l l i n g  o f  t h e  H I R S  c e l l  i n  t h e  h o s t i l e  
e n v i r o n m e n t  o f  t h e  G C .  W R S  c e l l s  h i d e  f r o m  i m m u n o l o g i c a l  s u r v e i l l a n c e  b y  d i s p l a y i n g  
m a n y  n o n - G C  B - l i n e a g e  f e a t u r e s  s p e c i f i c  f o r  v a r i o u s  o t h e r  c e l l  t y p e s ,  s u c h  a s  C D 1 5  
( g r a n u l o c y t e s ) ,  C D 3 0 ,  p e r f o r i n  ( T  c e l l s ) ,  s y n d e c a n  ( p o s t - G C  B  c e l l s ) ,  f a s c i n ,  r e s t i n ,  a n d  
T A R C  ( d e n d r i t i c  c e l l s )  ( F o s s  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  C a r b o n e  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  P i n k u s  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  
D e l a b i e  e t  a l . ,  1 9 9 2 ;  v a n  d e n  B e r g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  B a i  e t  a l . ,  ( 2 0 0 6 ) ,  s h o w e d  t h a t  t h e  
t y p i c a l  G C  B - c e l l - l i k e  i m m u n o p h e n o t y p e ,  w h i c h  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  c o e x p r e s s i o n  o f  
b c 1 6  a n d  C D l O  p r o t e i n s ,  w a s  n o t  d e t e c t e d  i n  a  s t u d y  o f  1 0 1  c H L  c a s e s .  
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F i g u r e  1 . 4  C e l l - s u r f a c e  r e c e p t o r s  a n d  t h e i r  r e s p e c t i v e  i n t r a c e l l u l a r  m e d i a t o r s  
i n d u c e  t h e  p r o p r o l i f e r a t i v e  a n d  a n t i - a p o p t o t i c  p h e n o t y p e  o f  W R S  c e l l s .  
U p  t o  9 9  %  o f  t h e  c e l l s  i n  t h e  i n v o l v e d  W X ,  t i s s u e  a r e  i m m u n e  c e l l s .  A t t r a c t e d  i m m u n e  
c e l l s  i n f l u e n c e  t h e  W R S  c e l I  p h e n o t y p  a s  t h e y  p d &  s u r v i v a l  s i g n a l s ,  e x a m p l e s  a r e  
e n d o t h e l i a l  s m o o t h  m u s c l e  & I S ,  e o s i n o p h i l s ,  m d  T  c e l l s  t h a t  e n g a g e  C D 3 0 ,  R A N K  a n d  
C D 4 0  r e c e p t o r s  o n  H I R S  c e l l s ,  r e s p e c t i v e l y .  B i n d i n g  o f  m e m b e r s  o f  t h e  T N F  r e c e p t o r  
( T N F R )  f a m i l y  r e s u l t s  i n  N F - K B  a c t i v a t i o n  b y  s i g n a l i n g  v i a  T R A F  m o l e c u l e s ,  T R A F l  
( R o d i g  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  a n d  T R A F 2  ( H o r i e  e t  a l . ,  2 0 0 2 a )  b e i n g  e x p r e s s e d  a n d  
c y t o p l a s m a t i c a l l y  a g g r e g a t e d  i n  H I R S  c e l l s ,  a n d  a l s o  v i a  t h e  m i t o g e n  a c t i v a t e d  p r o t e i n  
k i n a s e  ( M A P K )  p a t h w a y  ( Z h e n g  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  I n  c o n t r a s t  t o  T N F R  s i g n a l i n g ,  c y t o k i n e  
s i g n a l i n g ,  s u c h  a s  t h a t  s t i m u l a t e d  v i a  I L - 1 3 R  i s  m e d i a t e d  b y  s i g n a l  t r a n s d u c e r  a n d  
a c t i v a t o r  o f  t r a n s c r i p t i o n  ( S T A T )  m o l e c u l e s .  T r a n s c r i p t i o n a l  d e r e g u l a t i o n  a n d  a b e r r a n t  
s i g n a l i n g  v i a  c e l l - s u r f a c e  r e c e p t o r s  ~ o n t x i b u t e  t o  t h e  p r o p r o l i f e r a t i v e  a n d  a n t i - a p o p t o t i c  
p h e n o t y p e  o f  FURS c e l l s .  H / R S  c e l l s  l a c k  e x p r e s s i o n  o f  f u n c t i o n a l  B C R s  o n  t h e  c e l l  
s u r f a c e  ( M a m f i o t i  e t  e l . ,  3 H I O )  a n d  t h u s  a r e  s u p p o s e d  t o  d i e  w i t h i n  t h e  G C  r e a c t i o n  o f  
t h e  l y m p h  n o d e  b y  i n d u c t i o n  of b e  C D 9 5  p a t h w a y  ( R a j e w s k y  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  
N e v e r t h e l e s s ,  W R S  c e l l s  a r e  r e s i s t a n t  t o  C D 9 5 - m e d i a t e d  c e l l  d e a t h  ( R e  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) ,  
p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  c o n s t i t u t i v e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  p r o t e i n  c F L I P  ( T h o m a s  
e t  a l . ,  2 0 0 2 a ) .  B e s i d e s  C D 9 . 5 ,  o t h e r  T N F R  f a m i l y  m e m b e r s  s u c h  a s  t u m o u r  n e c r o s i s  
f a c t o r  r e c e p t o r  1  
( T N F R 1 )  a n d  T N F - r e l a t e d  a p o p t o s i s  i n d u c i n g  l i g a n d  r e c e p t o r  1  
( T R A I L - R 1 )  a n d  T R A I L - R 2  a r e  a l s o  e x p r e s s e d  i n  W R S  c e l l s  ( M a t h a s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
T N F R l  a c t i v a t i o n  i n d u c e s  t h e  e x t r i n s i c  p a t h w a y ,  w h i l e  b i n d i n g  o f  T R A I L  r e c e p t o r s  
i n d u c e s  b o t h  t h e  e x t r i n s i c  a n d  t h e  i n t r i n s i c  a p o p t o t i c  p a t h w a y  u n d e r  p h y s i o l o g i c  
c i r c u m s t a n c e s .  I n  W R S  c e l l s ,  c F L I P  e x p r e s s i o n  i n h i b i t s  p r o p e r  T R A I L - i n d u c e d  s i g n a l  
1 3  
t r a n s d u c t i o n  s i m i l a r  t o  t h e  i n h i b i t i o n  o f  C D 9 5 ,  a n d  T R A I L  s e n s i t i v i t y  c o u l d  b e  r e s t o r e d  
b y  d o w n r e g u l a t i o n  o f  c F L I P  ( M a t h a s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  A d a p t e d  f r o m  R e  e t  a l . ,  2 0 0 5 .  
1 . 4 . 3  N e o p l a s t i c  t r a n s f o r m a t i o n  o f  t h e  p r o g e n i t o r  
A s  d i s c u s s e d  a b o v e ,  W R S  c e l l s  w o u l d  n o r m a l l y  h a v e  d i e d  b y  a p o p t o s i s  w i t h i n  t h e  G C  
b u t  s e e m  t o  h a v e  b e e n  r e s c u e d  b y  a  n e o p l a s t i c  t r a n s f o r m a t i o n  e v e n t .  S e v e r a l  r e p o r t s  
s u g g e s t  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  N F - K B  i s  a  c e n t r a l  e f f e c t o r  o f  m a l i g n a n t  t r a n s f o r m a t i o n  
i n  c H L .  G e n e t i c  a l t e r a t i o n s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  t h a t  m a y  l e a d  t o  c o n s t i t u t i v e  N F - K B  
a c t i v i t y  i n  H I R S  c e l l s  ( C a b a n n e s  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  E m m e r i c h  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  E m m e r i c h  e t  a l . ,  
2 0 0 3 ;  J u n g n i c k e l  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) ,  t h e  c o n s e q u e n c e s  o f  w h i c h  a r e  d i s c u s s e d  i n  d e t a i l  i n  
S e c t i o n  1 . 5 . 2 .  
S e v e r a l  r e c u r r e n t  c h r o m o s o m a l  a b e r r a t i o n s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  ( e . g .  g a i n s  o f  2 p  a n d  
9 p ) .  R e c u r r e n t  i m b a l a n c e s  w e r e  a l s o  s h o w n  o n  6 q 2 5  i n  a b o u t  7 9  %  p r i m a r y  c a s e s  o f  
c H L  ( R e  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  J o o s  e t  a l . ,  ( 2 0 0 0 ) ,  u s e d  c o m p a r a t i v e  g e n o m i c  h y b r i d i s a t i o n  t o  
r e v e a l  r e c u r r e n t  g a i n s  o n  c h r o m o s o m e s  2 p ,  9 p ,  a n d  1 2 q  i n  p r i m a r y  W R S  c e l l s  
s u b s t a n t i a t i n g  t h e  o p i n i o n  t h a t  c h r o m o s o m a l  i n s t a b i l i t y  i s  a  t y p i c a l  f e a t u r e  o f  c H L .  
S p e c i f i c a l l y ,  2 p  t u r n e d  o u t  t o  b e  r e c u r r e n t l y  a f f e c t e d  b y  g e n o m i c  i m b a l a n c e s ,  i n v o l v i n g  
t h e  R E L  a n d  B C L l l a  l o c i  o n  2 p 1 3 - 1 6  ( J o o s  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  M a r t i n - S u b e r o  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) ,  
p r o v i d i n g  m e c h a n i s t i c  e x p l a n a t i o n s  f o r  t h e  c o n s t i t u t i v e  a c t i v a t i o n  o f  b o t h  S T A T s  
( S e c t i o n  1 . 5  - 3 )  a n d  N F - K B .  
A b e r r a n t  a c t i v a t i o n  o f  o t h e r  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  i s  a  f e a t u r e  o f  W R S  c e l l s  a n d  i s  
d i s c u s s e d  i n  d e t a i l  i n  S e c t i o n  1 . 5 .  A s  o u t l i n e d  a b o v e ,  e v e n t s  i n a c t i v a t i n g  t h e  F A S  
p a t h w a y  a l l o w  t h e  H / R S  c e l l  t o  e v a d e  a n  a p o p t o t i c  d e s t i n y  s u c h  a s  c F L I P  o r  i n h e r i t e d  
F A S  g e n e  m u t a t i o n s  t h a t  s e e m  t o  b e  s p e c i f i c  f o r  t h i s  c a n c e r  e n t i t y  ( S t r a u s  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
A l s o ,  f o r  a  l a r g e  f r a c t i o n  o f  c a s e s ,  i n f e c t i o n  o f  W R S - c e l l  p r e c u r s o r s  w i t h  E B V  i s  a n  
i m p o r t a n t  p a t h o g e n e t i c  e v e n t  ( 3 0 - 5 0  %  o f  c H L  c a s e s  a r e  E B V - p o s i t i v e ) .  E B V  h a s  b e e n  
s h o w n  t o  h a v e  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  HL t u m o u r i g e n e s i s ,  a t  l e a s t  i n  p a r t  b y  l e a d i n g  t o  N F -  
K B  a c t i v a t i o n  ( d i s c u s s e d  i n  m o r e  d e t a i l  i n  S e c t i o n  1 . 6 ) .  T h e r e  a r e  a l s o  r e c e n t  i n d i c a t i o n s  
t h a t  t h e  t r a n f u s i o n  t r a n s m i t t e d  ( ' I T )  v i r u s  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  H L  p a t h o g e n e s i s .  z u r  
H a u s e n  e t  a / . ,  ( 2 0 0 5 ) ,  f o u n d  t h a t  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n s  w i t h  T T  v i r u s - l i k e  a g e n t s  
i n c r e a s e d  t h e  r i s k  f o r  s p e c i f i c  c h r o m o s o m a l  t r a n s l o c a t i o n s  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  
c o n v e r s i o n  t o  a  m a l i g n a n t  p h e n o t y p e .  
1 . 5  T r a n s c r i p t i o n a l  c o n t r o l  a n d  a b e r r a n t  a c t i v a t i o n  o f  s i g n a l i n g  
p a t h w a y s  i n  H L  
I n  c H L ,  D N A  s e q u e n c e  c h a n g e s  i n c l u d e  m a i n l y  I K B a  m u t a t i o n s  f o u n d  i n  a t  l e a s t  o n e  
t h i r d  o f  c a s e s ,  w h e r e a s  m u t a t i o n s  a f f e c t i n g  n - r a s ,  p r o t e i n  5 3  ( p 5 3 ) ,  o r  C D 9 5  w e r e  n o t  
d e t e c t e d  i n  a  s i g n i f i c a n t  p r o p o r t i o n  ( T h o m a s  e t  a l . ,  2 0 0 4 a ) .  N F - K B ,  f i r s t  d e s c r i b e d  t o  b e  
c o n s t i t u t i v e l y  u p r e g u l a t e d  i n  H L  i n  1 9 9 6  ( B a r g o u  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) ,  i s  t i g h t l y  r e g u l a t e d  b y  
b i n d i n g  t o  i n h i b i t o r y  I l c B a  m o l e c u l e s .  M e c h a n i s t i c  e x p l a n a t i o n s  o f  N F K B  u p - r e g u l a t i o n  
i n  W R S  c e l l s  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  1 - 3 .  
A c t i v a t o r  p r o t e i n  1  ( A P - 1 )  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a b e r r a n t l y  u p - r e g u l a t e d  i n  H R S  c e l l s ,  
m e d i a t i n g  s o m e  o f  t h e  p r o p r o l i f e r a t i v e  a n d  a n t i - a p o p t o t i c  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  W R S  c e l l s  
p a r t l y  i n  c o n c e r t  w i t h  N F - K B  ( M a t h a s  e t  a l . ,  2 0 0 2 )  ( T a b l e  1 - 3 ) .  I n  c o n t r a s t ,  t y p i c a l  I g  
s p e c i f i c  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  s u c h  a s  O c t 2 ,  B o b l ,  a n d  P U . l  ( R e  e t  a l . ,  2 0 0 1 a ;  S t e i n  e t  
a l . ,  2 0 0 1 b ;  T o r l a k o v i c  e t  a l . ,  2 0 0 1 )  a r e  d o w n - r e g u l a t e d  i n  W R S  c e l l s .  
I n  n o r m a l  c e l l s  t h e  a c t i v a t i o n  o f  m o s t  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  i s  t r a n s i e n t  a n d  t i g h t l y  
r e g u l a t e d .  H o w e v e r ,  i n  H / R S  c e l l s  s e v e r a l  s i g n a l i n g  m o l e c u l e s  a n d  p a t h w a y s ,  l i s t e d  i n  
T a b l e  1 - 3 ,  a r e  a b e r r a n t l y  a c t i v a t e d  a n d  e x p e r i m e n t a l  i n h i b i t i o n  o f  s e v e r a l  o f  t h e s e  
s i g n a l i n g  m o d u l e s  r e v e a l e d  t h e  i m p o r t a n c e  o f  s u c h  c o n s t i t u t i v e  a c t i v a t i o n  f o r  W R S - c e l l  
s u r v i v a l  a n d  p r o l i f e r a t i o n .  T h e  p r i n c i p a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s  w i l l  n o w  b e  d i s c u s s e d  i n  
t u r n .  
T a b l e  1 - 3  S i g n a l i n g  p a t h w a y s  a n d  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  i n  
W R S  c e l l s  
P a t h w a y  P r o p o s e d  e f f e c t  o f  a c t i v a t i o n  M e c h a n i s m s  o f  a c t i v a t i o n  
N F - K B  I n h i b i t s  a p o p t o s i s ;  s u p p o r t s  
M u t a t i o n s  i n  I d a ;  m u t a t i o n s  i n  I K B E  g e n o m i c  
S e c t i o n  1 . 5 . 2  p r o l i f e r a t i o n ;  r e c r u i t s  T  c e l l s  t o  c - R e 1  a m p l i f i c a t i o n s ;  C D 4 0  s t i m u l a t i o n  b y  
l y m p h o m a ;  p r o m o t e s  d i s s e m i n a t i o n .  C D 4 0  l i g a n d  e x p r e s s i n g  T  c e l l s ;  C D 3 0  
s t i m u l a t i o n ;  l i g a n d  i n d e p e n d e n t  o r  v i a  C D 3 0  
l i g a n d  e x p r e s s i n g  T  c e l l s ;  L M P I '  m i m i c r y  o f  
a c t i v e  C D 4 0  i n  E B V - p o s i t i v e  c a s e s  ( F i g u r e  
1 . 4 ) .  
J A K - S T A T  S u p p o r t s  p r o l i f e r a t i o n ;  p r o m o t e s  A u t o c r i n e  s t i m u l a t i o n  v i a  I L -  1 3 n L - 1 3 R  
S e c t i o n  1 . 5 . 3  s u r v i v a l .  ( F i g u r e  1 . 4 ) .  
M A P K l E R K  S u p p o r t s  p r o l i f e r a t i o n ;  i n h i b i t s  
S e c t i o n  1 . 5 . 4  a p o p t o s i s .  
C D 3 0 - ,  C D 4 0 - ,  R A N K - s i g n a l i n g ;  R T K  
s i g n a l i n g ?  
A P -  1  
S e c t i o n  1 . 5 . 5  
S u p p o r t s  p r o l i f e r a t i o n .  
P I 3 K I A K T  P r o m o t e s  s u r v i v a l .  
S e c t i o n  1 . 5 . 6  
A u t o r e g u l a t i o n  o f  c - J u n ;  N F - K B  a c t i v a t i o n  o f  
J u n B .  
C D 4 0  s i g n a l i n g ? ;  L M P l  a n d  L M P 2 a  i n  E B V -  
p o s i t i v e  c a s e s ;  R T K  s i g n a l i n g ?  
N o t c h 1  
I n d u c e s  p r o l i f e r a t i o n ;  i n h i b i t s  
E x p r e s s i o n  o f  l i g a n d  J a g g e d 1  i n  H l R S  c e l l s  
S e c t i o n  1 . 5 . 7  a p o p t o s i s ;  d o w n r e g u l a t e s  B - c e l l  a n d  s u r r o u n d i n g  c e l l s .  
p h e n o t y p e ?  
R e c e p t o r  S u p p o r t s  p r o l i f e r a t i o n ;  o t h e r s ?  A u t o c r i n e  o r  p a r a c r i n e  s t i m u l a t i o n  t h r o u g h  
t y r o s i n e  
l i g a n d s ;  n o  i n d i c a t i o n  f o r  m u t a t i o n s .  
k i n a s e s 2  
S e c t i o n  1 . 5 . 8  
' L M P ~  ( E B V  l a t e n t  m e m b r a n e  p r o t e i n  l ) ,  ' P D G F R A  ( p l a t e l e t - d e r i v e d  g r o w t h  f a c t o r  r e c e p t o r  A ) ,  D D R 2  
( d i s c o i d i n  r e c e p t o r  f a m i l y ,  m e m b e r  2 ) ,  E P H B  1  ( e p h r i n  r e c e p t o r  E p h B l ) ,  R O N ,  T R K B  ( t y r o s i n e  k i n a s e  
r e c e p t o r  B ) ,  T R K A  ( t y r o s i n e  k i n a s e  r e c e p t o r  A )  a n d  M E T .  A d a p t e d  f r o m  B r a u n i n g e r  e t  a l . ,  2 0 0 6 .  
1 . 5 . 2  C o n s t i t u t i v e  N F - K B  a c t i v a t i o n  i n  H L  
N F - K B / R e l  i s  a  s t r u c t u r a l l y  a n d  e v o l u t i o n a r y  c o n s e r v e d  f a m i l y  o f  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  
s h a r i n g  a  3 0 0  a m i n o  a c i d  d o m a i n  n a m e d  t h e  R e 1  h o m o l o g y  d o m a i n  ( R H D )  w h i c h  i s  
r e q u i r e d  f o r  D N A - b i n d i n g ,  d i m e r i s a t i o n ,  n u c l e a r  t r a n s l o c a t i o n  a n d  b i n d i n g  t o  t h e  s o  
c a l l e d  i n h i b i t o r y  I K B  p r o t e i n s  ( H a y d e n  a n d  G h o s h ,  2 0 0 4 ) .  T h e  t e r m  N F - K B  c o l l e c t i v e l y  
r e f e r s  t o  t h e  c l a s s  o f  d i m e r i c  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  c o m p r i s i n g  p 6 5  ( R e l A ) ,  c - R e 1  ( R e l ) ,  
R e l B ,  p 5 0  a n d  p 5 2  a n d  s i n c e  i t s  d i s c o v e r y  n e a r l y  2 0  y e a r s  a g o ,  N F - K B  h a s  e m e r g e d  a s  
o n e  o f  t h e  m o s t  s t u d i e d  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  i n  m a m m a l s .  T r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  o f  t h e  
N F - K B  f a m i l y  a r e  c r u c i a l  f o r  t h e  c o n t r o l  o f  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  v i r a l h a c t e r i a l  
i n f e c t i o n  a n d  s t r e s s - i n d u c i n g  a g e n t s ,  e x p o s u r e  t o  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  m i t o g e n s  
a n d  g r o w t h  f a c t o r s ,  a n d  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  s u r v i v a l  
( F i g u r e  1 . 5 )  ( F o o  a n d  N o l a n ,  1 9 9 9 ;  K a r i n  a n d  B e n - N e r i a h ,  2 0 0 0 ) .  D i f f e r e n t  s t i m u l i  f o r  
N F - K B  a c t i v a t i o n  i n i t i a t e  d i f f e r e n t  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s  t h a t  i n v o l v e  d i s t i n c t  
s c a f f o l d i n g  a n d  s i g n a l i n g  p r o t e i n s  w h i c h  i n c l u d e  N F - K B - i n d u c i n g  k i n a s e  ( N I K ) ,  
m i t o g e n - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e / e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l  r e g u l a t e d  k i n a s e  k i n a s e  1  
( M E K K I ) ,  i n t e r l e u k i n  ( 1 L ) - 1 -  r e c e p t o r - a s s o c i a t e d  l u n a s e s  ( I R A K s ) ,  T N F R - a s s o c i a t e d  
f a c t o r s  ( T R A F s ) ,  d o u b l e - s t r a n d e d  ( d s )  R N A - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  ( P K R ) ,  p r o t e i n  
k i n a s e  C  @'KC) a n d  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r - l )  ( T G F - l ) ) - a c t i v a t e d  k i n a s e  ( T A K I )  
( S i l v e r m a n  a n d  M a n i a t i s ,  2 0 0 1 ) .  
a w f h k c # r  
l n k n r m o y  
-  s h m m  
r m l -  
c y b L l -  D l a d u c b  
a n -  
F i g u r e  1 . 5  A c t i v a t i o n  a n d  d o w n s t r e a m  e f f e c t s  o f  t h e  c a n o n i c a l  N F - I C B  p a t h w a y  
N F - K B  h e t e r o d i m e r s  ( p 5 0 l R e l A )  a r e  s e q u e s t e r e d  i n  t h e  c y t o p l a s m  b y  IKB i n h i b i t o r y  
p r o t e i n s  ( I K B u ) .  S l i m u l a r i o n  b y  s h . e s s - i n d u c i n g  a g e n t s ,  o r  e x p o s u r e  t o  i n f l a m m a t o r y  
c y t o k i n c s .  n . l i t o g c n s  0 1 .  a  c l i v e ~ + s c '  a r r a y  r . ) f  b a c t e r i a l  a n d  v i r a l  p a t h o g e n s  l e a d s  t o  t h e  
a c l i  v a i i o n  o f  s i g ~ s a l i n g  c u s c a d e s  c o n v u i g i n g  o n  t h e  I K K  c o m p l e x .  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  
I K B ~  b y a c t i v a t e d  I K K  i s  a  s i g n a l  f o r  i t s  u b i q u i t y l a t i o n  a n d  p r o t e a s o m e - d e p e n d e n t  
d e g i n u d a t i o n .  F r e e t l  N F - K B  d i l n e r s  ~ r a u s l o c a t e  t o  t h e  n u c l e u s  w h e r e  t h e y  b i n d  t o  KB 
e l e m e n t s  a n d  a c t i v a t e  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  a  v a r i e t y  o f  g e n e s  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n t r o l  o f  
c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  s u r v i v a l ,  i n  t h e  i n f l a m m a t o r y  a n d  i m m u n e  r e s p o n s e ,  a s  w e l l  a s  
a u t o r e g u l a t o r y  g e n e s ,  i n c l u d i n g  IKBa i t s e l f .  I n  t h e  n o n - c a n o n i c a l  p a t h w a y  ( n o t  s h o w n ) ,  
t h e  p 1 0 0 - R e l B  c o m p l e x  i s  a c t i v a t e d  b y  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  C - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  
p l O O  b y  a n  I K K a  h o m o d i m e r  ( l a c k i n g  I K K y ) ,  w h i c h  l e a d s  t o  u b i q u i t i n a t i o n  f o l l o w e d  b y  
d e g r a d a t i o n  o f  t h e  p l O O  I K B - l i k e  C - t e r m i n a l  s e q u e n c e s  t o  g e n e r a t e  p 5 2 - R e l B .  A d a p t e d  
f r o m  S a n t o r o ,  R o s s i  a n d  A m i c i ,  2 0 0 3 .  
T h e  r a p i d  a n d  t r a n s i e n t  a c t i v a t i o n  o f  N F - K B  c o m p l e x e s  ( e . g .  p 5 0 / p 6 5 ) ,  i n  r e s p o n s e  t o  
t h e  w i d e  r a n g e  o f  s t i m u l i  m e n t i o n e d  a b o v e  i n c l u d i n g  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  
( T N F a ,  I L - l ( 3 ,  I L - 6 ,  C D 4 0 L ) ,  D N A  d a m a g i n g  a g e n t s  ( c a m p t o t h e c i n ,  d a u n o m y c i n )  a n d  
T o l l - l i k e  r e c e p t o r s  ( T L R s )  a g o n i s t s  o r  v i r u s e s  ( H T L V 1 ,  E B V )  i s  g e n e r a l l y  r e g u l a t e d  b y  
t h e  c l a s s i c a l  N F - K B  p a t h w a y  ( o r  c a n o n i c a l  p a t h w a y )  ( P a h l ,  1 9 9 9 ) .  
I K B  p r o t e i n s  ( I d a ,  I K B ( 3 ,  I K B E ,  p 1 0 5 ,  a n d  p 1 0 0 )  r e t a i n  N F - K B  i n  a n  i n a c t i v e  f o r m  i n  
t h e  c y t o p l a s m .  F o l l o w i n g  s t i m u l a t i o n  b y  a c t i v a t i n g  a g e n t s ,  I K B a  i s  r a p i d l y  
p h o s p h o r y l a t e d  a t  t w o  s e r i n e  r e s i d u e s  ( S e r - 3 2  a n d  S e r - 3 6 )  b y  t h e  I K B  k i n a s e  ( I K K )  
c o m p l e x .  I K K a  a n d  I K K B  a r e  t h e  t w o  c a t a l y t i c  s u b u n i t s  o f  t h e  I K K  c o m p l e x  a n d  t w o  
a d d i t i o n a l  m o l e c u l e s ,  I K K y I N E M O  a n d  I K A P ,  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  a s  f u r t h e r  i n t e g r a l  
m e m b e r s  ( K r a p p m a n n  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  P h o s p h o r y l a t e d  I d a  i s  t h e n  a  s u b s t r a t e  f o r  
u b i q u i t i n  l i g a s e s  t h a t  c a t a l y s e  t h e  a d d i t i o n  o f  u b i q u i t i n  g r o u p s  t o  I K B u ;  t h i s  m o d i f i c a t i o n  
t h e n  t a r g e t s  I K B a  f o r  d e g r a d a t i o n  b y  t h e  2 6 - S  p r o t e a s o m e .  D e g r a d a t i o n  o f  I K B a  r e l e a s e s  
a c t i v e  N F - K B ,  w h i c h  t r a n s l o c a t e s  t o  t h e  n u c l e u s  w h e r e  i t  b i n d s  t o  i t s  t a r g e t  D N A  
s e q u e n c e  ( G G G R N N Y Y C C )  a n d  a c t i v a t e s  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  a  v a s t  n u m b e r  a n d  w i d e  
r a n g e  o f  g e n e  t a r g e t  p r o m o t e r s .  H o w e v e r ,  t h i s  a c t i v a t i o n  i s  o n l y  s h o r t - l i v e d  a s  N F - K B  
s t i m u l a t e s  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  I K B a  g e n e  l e a d i n g  t o  a  r a p i d  r e p l e n i s h m e n t  o f  t h e  
i n h i b i t o r ,  w h i c h  e n t e r s  t h e  n u c l e u s  a n d  b i n d s  t o  N F - K B  d i m e r s  c a u s i n g  t h e i r  
d i s a s s o c i a t i o n  f r o m  t a r g e t  g e n e  p r o m o t e r s .  T h e  c y t o p l a s m i c  p o o l  o f  i n d u c i b l e  N F - K B  i s  
r e s t o r e d  a n d  N F - K B - d e p e n d e n t  t r a n s c r i p t i o n  r e t u r n s  t o  b a s a l  l e v e l s .  
W h e n  N F - K B  i s  f o u n d  p e r s i s t e n t l y  i n  t h e  n u c l e u s ,  i t  i s  r e f e r r e d  t o  a s  c o n s t i t u t i v e  
a c t i v a t i o n .  C o n s t i t u t i v e l y  a c t i v a t e d  N F - K B  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  i n c r e a s e d  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  s u r v i v a l  i n  s e v e r a l  c a n c e r s  o f  l y m p h o i d  o r  m y e l o i d  o r i g i n ,  i n c l u d i n g  
m u l t i p l e  m y e l o m a ,  H L  a n d  s o m e  n o n - H o d g k i n  l y m p h o m a s  ( N H L )  a n d  m a y  b e  l i n k e d  t o  
d r u g  r e s i s t a n c e  i n  t h e s e  c e l l s  ( B a r g o u  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  N a k s h a t r i  e t  n l . ,  1 9 9 7 ;  G i r i  a n d  
A g g a r w a l ,  1 9 9 8 ) .  H L  w a s  t h e  f i r s t  h e m a t o p o i e t i c  t u m o u r  f r o m  w h i c h  a n  a b e r r a n t  
c o n s t i t u t i v e  N F - K B  a c t i v a t i o n  w a s  d e s c r i b e d  ( H i n z  e t  n l . ,  2 0 0 2 ) .  C o n s t i t u t i v e  N F - K B  i s  
a l m o s t  u n i v e r s a l  i n  H L ,  h a s  p r o l i f e r a t i v e  a n d  a n t i - a p o p t o t i c  r o l e s  i n  W R S  c e l l s  a n d  c a n  
b e  c a u s e d  b y  m u l t i p l e  d e f e c t s  i n  t h i s  s y s t e m .  
H i g h  l e v e l s  o f  I K B a  a r e  a l s o  a  h i g h l y  c h a r a c t e r i s t i c  f e a t u r e  o f  c u l t u r e d  a n d  p r i m a r y  
W R S  c e l l s .  B e c a u s e  N F - K B  a c t i v a t e s  t r a n s c r i p t i o n  o f  i t s  o w n  i n h i b i t o r ,  t h i s  f i n d i n g  
r e f l e c t s  t h e  h i g h  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v i t y  o f  N F - K B  i n  t h i s  l y m p h o i d  m a l i g n a n c y  
( E m m e r i c h  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  T h e  p a r a d o x i c a l  f i n d i n g  o f  h i g h  N F - K B  a c t i v i t y  d e s p i t e  t h e  
s t r o n g  e x p r e s s i o n  o f  i t s  i n h i b i t o r  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  N F - K B I I K B a  s y s t e m  i s  s e v e r e l y  
d e r e g u l a t e d  i n  H / R S  c e l l s  ( E m m e r i c h  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  P o i n t  m u t a t i o n s  i n  t h e  I k B a  g e n e ,  
p r o d u c i n g  n o n - f u n c t i o n a l  o r  u n s t a b l e  I K B a  p r o t e i n s  a r e  r e c u r r e n t  m o l e c u l a r  
a b n o r m a l i t i e s  o f  H I R S  c e l l  l i n e s  ( H i n z  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  T h e  a n a l y s i s  o f  7  H L - d e r i v e d  c e l l  
l i n e s  s h o w e d  m u t a t i o n s  i n  t h e  I K B a  g e n e  i n  2  c e l l  l i n e s :  L 4 2 8  a n d  K M H 2 ,  w h i c h  l e a d  t o  
C - t e r m i n a l l y  t r u n c a t e d  p r o t e i n s  ( E m m e r i c h  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  I n  b o t h  c a s e s  t h e  m u t a n t  I K B a  
p r o t e i n s  a r e  t o o  s m a l l  t o  c o n t a i n  t h e  c o m p l e t e  a n k y r i n  r e p e a t  d o m a i n ,  n e i t h e r  f o r m  o f  
I K B a  i s  a b l e  t o  b l o c k  t r a n s l o c a t i o n  a n d  D N A  b i n d i n g  a c t i v i t y  o f  N F - K B  ( K r a p p m a n n  e t  
a l . ,  1 9 9 9 ) .  T h e  5  r e m a i n i n g  H D - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  ( L 5 4 0 ,  L 5 9 1 ,  L 1 2 3 6 ,  H D - L M 2 ,  a n d  
H D - M y Z )  s h o w e d  e x p r e s s i o n  o f  f u l l - l e n g t h  I K B ~  p r o t e i n s  o f  3 8  k D a  ( E m m e r i c h  e t  a l . ,  
1 9 9 9 ) .  I n  o t h e r  c e l l s  i t  i s  t h o u g h t  t h a t  a  s o l u b l e  f a c t o r  s e c r e t e d  b y  H R S  c e l l s  c a n  t r i g g e r  
N F - K B  a c t i v a t i o n .  W R S  c e l l s  p r o d u c e  a n d  s e c r e t e  i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  t h a t  a r e  
p o t e n t i a l l y  a b l e  t o  a c t i v a t e  N F - K B .  T h i s  w a s  s e e n  w h e n  g r o w t h  m e d i u m  o f  W R S  c e l l s ,  
w h e n  a d d e d  t o  R e h  c e l l s  ( w h i c h  l a c k  c o n s t i t u t i v e  N F - K B )  t r a n s i e n t l y  a c t i v a t e d  N F - K B  
( K r a p p m a n n  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  
A s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 . 4 ,  o t h e r  m e c h a n i s t i c  e x p l a n a t i o n s  o f  N F - K B  u p - r e g u l a t i o n  i n  
H / R S  c e l l s  i n c l u d e  g e n e  a m p l i f i c a t i o n  o f  c - r e 1  ( J o o s  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) ;  l i g a n d - m e d i a t e d  a n d  
l i g a n d - i n d e p e n d e n t  a c t i v a t i o n  o f  c e l l - s u r f a c e  r e c e p t o r s  s u c h  a s  C D 3 0  ( H o n e  e t  n l . ,  
2 0 0 2 b ) ,  C D 4 0  ( A n n u n z i a t a  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  G r u s s  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) ,  r e c e p t o r  a c t i v a t o r  o f  N F - K B  
( R A N K )  ( F i u m a r a  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) ,  o r  N o t c h 1  ( J u n d t  e t  a l . ,  2 0 0 2 )  o r  E B V - e n c o d e d  L M P l  
( G i r e s  e t  n l . ,  1 9 9 7 )  o r  L M P 2 A  ( C a l d w e l l  e t  a l . ,  1 9 9 8 )  e x p r e s s i o n  i n  E B V - p o s i t i v e  c a s e s .  
U s i n g  a  d o m i n a n t  n e g a t i v e  i n h i b i t o r  o f  N F - K B  s t a b l y  i n t r o d u c e d  i n t o  W R S  c e l l  l i n e s ,  
c o n s t i t u t i v e  N F - K B - R e l A  a c t i v a t i o n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  b o t h  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  s u r v i v a l  o f  H L  t u m o u r  c e l l s  ( B a r g o u  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  T h i s  d o m i n a n t  
n e g a t i v e  i n h i b i t o r ,  I k B a A N ,  i s  a b l e  t o  b i n d  t o  N F - a  u p o n  c e l l u l a r  s t i m u l a t i o n  s i n c e  i t  
l a c k s  s e r i n e  a n d  t y r o s i n e  r e s i d u e s  r e q u i r e d  f o r  s i g n a l - d e p e n d e n t  a c t i v a t i o n  ( B a r g o u  e t  
a l . ,  1 9 9 7 ) ,  t h e r e b y  b l o c k i n g  N F - a  n u c l e a r  a c t i v i t y .  
C o n s t i t u t i v e  N F - K B  a c t i v i t y  r e g u l a t e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  g e n e s  t y p i c a l l y  o v e r e x p r e s s e d  
b y  H R S  c e l l s ,  i n c l u d i n g  t h e  c e l l  c y c l e  r e g u l a t o r y  p r o t e i n  c y c l i n  D 2 ,  a n t i - a p o p t o t i c  
p r o t e i n s  c - I A P 2 ,  T R A F l  a n d  B c l - x l  a n d  t h e  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s  C D 4 0  a n d  C D 8 6  
( H i n z  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
1 . 5 . 3  S T A T  F a m i l y  o f  t r a n s c r i p t i o n  F a c t o r s  
S T A T s  a r e  k e y  m e d i a t o r s  o f  c y t o k i n e  s i g n a l i n g  a n d  t h e i r  p e r t u r b a t i o n  c o n t r i b u t e s  t o  
v a r i o u s  h u m a n  d i s e a s e s  ( C o c h e t  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  C y t o k i n e - r e c e p t o r  b i n d i n g  l e a d s  t o  
a c t i v a t i o n  o f  J A K  a n d  a  s u b s e q u e n t  a c t i v a t i o n  o f  S T A T s  b y  t y r o s i n e  p h o s p h o r y l a t i o n .  
U p o n  p h o s p h o r y l a t i o n ,  S T A T s  t r a n s l o c a t e  t o  t h e  n u c l e u s  a s  h o m o -  a n d  h e t e r o - d i m e r s  
w h e r e  t h e y  b i n d  t o  s p e c i f i c  D N A  e l e m e n t s  w i t h i n  t h e  p r o m o t e r  r e g i o n  o f  t a r g e t  g e n e s ,  
t h e r e b y  a c t i v a t i n g  t r a n s c r i p t i o n .  S e v e n  S T A T  f a m i l y  m e m b e r s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  t o  
d a t e  ( S T A T  1 - 4 , 5 a / b  a n d  6 ) .  
S T A T  6  i s  a n  i m p o r t a n t  a u t o c r i n e  g r o w t h  f a c t o r  i n  c H L ,  a c t i v a t e d  p r i m a r i l y  b y  I L - 4  a n d  
L - 1 3  ( r e v i e w e d  i n  W u r s t e r ,  T a n a k a  a n d  G r u s b y ,  2 0 0 0 ) ,  i t s  e x p r e s s i o n  h a s  b e e n  
d e t e c t e d  i n  a l l  W R S  c e l l  l i n e s  a n d  7 8  %  o f  p r i m a r y  H / R S  c e l l s  ( 9 5  %  i n  N S H L )  
( S l u n n i d e r  e t  a l . ,  2 0 0 2 b ) .  A  w i d e  r a n g e  o f  c y t o k i n e s  a c t i v a t e  S T A T  3 ,  i n c l u d i n g  t h e  I L -  
6  f a m i l y  o f  c y t o k i n e s ,  L - 1 0 ,  L - 2 ,  I L - 7 ,  1 L - 9  a n d  I L - 1 5  ( L e o n a r d  a n d  O ' S h e a ,  1 9 9 8 ) .  
A l s o ,  E B V  L M P - 1  a n d  C D 4 0  e n g a g e m e n t  c a n  l e a d  t o  S T A T  3  a c t i v a t i o n  ( H a n i s s i a n  
a n d  G e h a ,  1 9 9 7 ;  G i r e s  e t  n l . ,  1 9 9 9 ) .  S e v e r a l  o f  t h e s e  a c t i v a t o r s  a r e  c o m m o n l y  e x p r e s s e d  
i n  c H L  a n d  c o n s t i t u t i v e  a c t i v a t i o n  o f  S T A T 3  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  5  o u t  o f  6  W R S  
c e l l  l i n e s  a n d  8 7  %  o f  p r i m a r y  W R S  c e l l s  ( K u b e  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  S T A T  5 a  i s  a c t i v a t e d  b y  
s e v e r a l  c y t o k i n e s  i n c l u d i n g  I L - 2 ,  I L - 3 ,  I L - 4 ,  I L - 7 ,  I L - 9  a n d  I L - 1 5 .  H i n z  e t  a l . ,  ( 2 0 0 2 ) ,  
r e p o r t e d  h i g h - l e v e l  S T A T  5 a  e x p r e s s i o n  a s  a  f e a t u r e  o f  a l l  W R S  c e l l  l i n e s .  
K u b e  e t  n l . ,  ( 2 0 0 1 ) ,  h a v e  s h o w n  t h a t  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v a t e d  S T A T 3  i n  t h e  H L  c e l l  l i n e  
L 4 2 8  c o u l d  b e  i n h i b i t e d  b y  t h e  t r y p h o s t i n  A G 4 9 0  a n d  i n h i b i t e d  s p o n t a n e o u s  g r o w t h  o f  
H L  t u m o u r  c e l l s .  A G 4 9 0  i s  a  t y r o s i n e  k i n a s e  i n h i b i t o r  t h a t  i n h i b i t s  J a k 2  a n d  p e r h a p s  
o t h e r  k i n a s e s .  C o c h e t  e t  a l . ,  ( 2 0 0 6 ) ,  d e m o n s t r a t e d  c o n s t i t u t i v e  a c t i v a t i o n  o f  S T A T 1  
p r o t e i n s  i n  t h e  H D L M - 2  a n d  L 5 4 0  H L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s .  I n t e r e s t i n g l y ,  b j Z - 1  w a s  s h o w n  
i n  t h e  C o c h e t  s t u d y  t o  b e  o n e  o f  a  n u m b e r  o f  t a r g e t  g e n e s  o f  S T A T  p r o t e i n s ,  a n d  
i n h i b i t i o n  o f  c o n s t i t u t i v e  S T A T  a c t i v a t i o n  l e d  t o  a p o p t o s i s  i n  H L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  
( C o c h e t  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
1 . 5 . 4  M A P K  S i g n a l i n g  
T h e  m i t o g e n  a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  ( M A P K )  f a m i l y ,  c o n s i s t i n g  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  
s i g n a l  r e g u l a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  ( S e c t i o n  1 . 5 . 4 .  l ) ,  c J u n  a m i n o  t e r m i n a l  M A P K  ( S e c t i o n  
1 . 5 . 4 . 2 )  a n d  p 3 8  s u b f a m i l i e s ,  i s  i m p l i c a t e d  i n  d i v e r s e  c e l l u l a r  p r o c e s s e s  i n c l u d i n g  c e l l  
g r o w t h ,  m i g r a t i o n ,  p r o l i f e r a t i o n ,  d i f f e r e n t i a t i o n ,  s u r v i v a l  a n d  d e v e l o p m e n t  ( J o h n s o n  e t  
a l . ,  2 0 0 5 ;  B o g o y e v i t c h  a n d  C o u r t ,  2 0 0 4 ;  R o u x  a n d  B l e n i s ,  2 0 0 4 ) .  M A P K s  t r a n s m i t  
s i g n a l s  i n  t h e  f o r m  o f  s e q u e n t i a l  p h o s p h o r y l a t i o n  e v e n t s .  T h e  p h o s p h o - r e l a y  s y s t e m  i s  
c o m p o s e d  o f  t h r e e  k i n a s e s :  a  M A P K  k i n a s e  l u n a s e  ( M A P K K K ) ,  a  M A P K  k i n a s e  
( M A P K K )  a n d  a  M A P K .  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  M A P K s  o c c u r s  a t  a  c o n s e r v e d  d u a l -  
p h o s p h o r y l a t i o n  d o m a i n  ( T h r - X x x - T y r )  a n d  l e a d s  t o  a c t i v a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  a n d  t h e  
s u b s e q u e n t  f o r m a t i o n  o f  d i m e r s ,  w h i c h  t r a n s l o c a t e  t o  t h e  n u c l e u s  t o  a c t i v a t e  
d o w n s t r e a m  t a r g e t s  ( K r e n s ,  S p a i n k  a n d  S n a a r - J a g a l s k a ,  2 0 0 6 ) .  E x t e n s i v e  w o r k  b y  
s e v e r a l  g r o u p s  h a s  e s t a b l i s h e d  t h a t  M A P  l u n a s e  p a t h w a y s  p l a y  c r i t i c a l  r o l e s  i n  t h e  
p a t h o g e n e s i s  o f  v a r i o u s  h e m a t o l o g i c a l  m a l i g n a n c i e s  ( S t a b e r  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  K e r r  e t  a l . ,  
2 0 0 3 ;  J a m e s  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
1 . 5 . 4 . 1  E R K 1 1 2  M A P  k i n a s e  
E x t r a c e l l u l a r  s i g n a l  r e g u l a t e d  l u n a s e  ( E R K )  M A P  k i n a s e  s i g n a l i n g  p a t h w a y  i s  a m o n g  
t h e  k e y  m e c h a n i s m s  t h a t  t r a n s m i t  s i g n a l s  f r o m  t h e  c e l l  s u r f a c e  t o  t h e  n u c l e u s  ( T o r i i  e t  
a l . ,  2 0 0 6 ) .  E R K 1 ,  a l s o  k n o w n  a s  M A P K 3  o r  p 4 4 M A P K  w a s  t h e  f i r s t  i d e n t i f i e d  M A P K  
( B o u l t o n  e t  a l . ,  1 9 9 0 )  w h i l e  E R K 2  i s  a l s o  k n o w n  a s  M A P K l  o r  p 4 2 M A P K .  A f t e r  
s t i m u l a t i o n  b y  a  v a r i e t y  o f  m i t o g e n s  i n c l u d i n g  p e p t i d e  g r o w t h  f a c t o r s ,  M A P E R K  
k i n a s e  1  ( M E K I )  a n d  M E K 2  ( r e f e r r e d  t o  a s  M E K 1 1 2 )  i s  a c t i v a t e d  b y  M A P K K K -  
m e d i a t e d  p h o s p h o r y l a t i o n .  M E K 1 1 2  t h e n  p h o s p h o l y l a t e s  t h r e o n i n e  a n d  t y r o s i n e  r e s i d u e s  
i n  t h e  T h r - G l u - T y r  ( T E Y )  s e q u e n c e  o f  E R K 1 1 2 ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  a c t i v a t i o n  o f  E R K 1 1 2 .  
M A P K E R K  k i n a s e  ( M E K K )  1 ,  2  a n d  3  a r e  i n v o l v e d  i n  N F - K B  a c t i v a t i o n  i n i t i a t i o n  
( Y a n g  e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  Z h a o  a n d  L e e  1 9 9 9 ;  M e r c u r i o  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  
T h e  E R K 1 1 2  p a t h w a y  i s  i m p l i c a t e d  i n  t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  t u m o u r  c e l l s  ( C h a n g  e t  a l . ,  
2 0 0 3 ;  D e n t  a n d  G r a n t ,  2 0 0 1 ) .  Z h e n g  e t  a l . ,  ( 2 0 0 3 ) ,  r e p o r t e d  t h a t  M E W E R K  p a t h w a y  i s  
a b e r r a n t l y  a c t i v e  i n  c u l t u r e d  a n d  p r i m a r y  H L  c e l l s .  T h e y  s h o w e d  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  t h e  
M E K I E R K  l e a d  t o  d e c r e a s e d  l e v e l s  o f  B c l - 2  a n d  M c l - 1  a n d  i n d u c e d  G 2 M  c e l l - c y c l e  
a r r e s t  o r  a p o p t o s i s  i n  HL c e l l  l i n e s ,  p o i n t i n g  t o  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  
W R S - c e l l  s u r v i v a l  a n d  p r o l i f e r a t i o n .  T h e y  a l s o  s h o w e d  t h a t  a c t i v a t i n g  C D 3 0 ,  C D 4 0  a n d  
R A N K  b y  t h e i r  r e s p e c t i v e  l i g a n d s  a c t i v a t e s  M E W E R K  p a t h w a y s  i n  W R S  c e l l s  a n d  
i n h i b i t i o n  o f  t h i s  p a t h w a y  b y  t h e  s m a l l  m o l e c u l e  U 0 1 2 6  i n d u c e s  c e l l  d e a t h  o r  c e l l - c y c l e  
a r r e s t  a n d  p o t e n t i a t e s  t h e  k i l l i n g  e f f e c t  o f  A P 0 2 L l T R A I L  a n d  c h e m o t h e r a p y .  W a t a n a b e  
e t  a l . ,  2 0 0 5 ,  a l s o  s h o w e d  t h a t  E R K l I 2  M A P K  p a t h w a y  i s  i n v o l v e d  i n  C D 3 0  p r o m o t e r  
r e g u l a t i o n  i n  W R S  c e l l s  a s  h i g h l i g h t e d  i n  F i g u r e  1 . 6 .  
1 . 5 . 4 . 2  J N K  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  
J u n  N - t e r m i n a l  k i n a s e  ( J N K ;  a l s o  k n o w n  a s  s t r e s s - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e ,  S A P K )  i s  
a c t i v a t e d  i n  r e s p o n s e  t o  c e r t a i n  g r o w t h  f a c t o r s  o r  s t r e s s e s  s u c h  a s  u l t r a v i o l e t  r a d i a t i o n .  
J N K ,  a c t i v a t e d  b y  u p s t r e a m  M A P K  k i n a s e s ,  M K K 7  a n d  M K K 4  ( W e s t o n  a n d  D a v i s ,  
2 0 0 2 ;  T o u r n i e r  e t  n l . ,  2 0 0 1 ;  D a v i s ,  2 0 0 0 )  p h o s p h o r y l a t e s  a n d  a c t i v a t e s  i t s  m a j o r  
s u b s t r a t e  c - J u n  a s  w e l l  a s  s e v e r a l  o t h e r  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  a n d  p r o t e i n s  r e q u i r e d  f o r  
c e l l  s u r v i v a l ,  p r o l i f e r a t i o n ,  t r a n s f o r m a t i o n  a n d  c e l l  d e a t h  ( S h a u l i a n  a n d  K a r i n ,  2 0 0 2 ) .  
B o t h  J N K  a c t i v a t i o n  a n d  c - J u n  p h o s p h o r y l a t i o n  r e g u l a t e  c e l l  g r o w t h ,  w h e r e a s  s u s t a i n e d  
J N K  a n d  c - J u n  a c t i v a t i o n  f o l l o w i n g  s t r e s s  i n d u c e s  c e l l  a p o p t o s i s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  r o l e  
o f  J N K  i n  c e l l  s u r v i v a l  a n d  d e a t h  i s  c o m p l e x  ( I p  a n d  D a v i s ,  1 9 9 8 ) .  A  m a j o r  t a r g e t  o f  t h e  
J N K  s i g n a l i n g  p a t h w a y  i s  a c t i v a t i o n  o f  t h e  A P - 1  t r a n s c r i p t i o n a l  f a c t o r  t h a t  i s  m e d i a t e d  
i n  p a r t  b y  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  c J u n  a n d  r e l a t e d  m o l e c u l e s  ( W e s t o n  a n d  D a v i s ,  
2 0 0 2 ) .  I n  H L ,  K n e c h t  e t  n l . ,  1 9 9 9 ,  r e p o r t e d  t h a t  t h e  J N K  p a t h w a y  i s  c r i t i c a l l y  i n v o l v e d  
i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  R S  c e l l  m o r p h o l o g y .  C D 3 0 ,  a  m e m b e r  o f  T N F R  s u p e r f a m i l y ,  w h i c h  
i s  o v e r e x p r e s s e d  i n  W R S  c e l l s  ( A l - S h a m k h a n i ,  2 0 0 4 )  h a s  b e e n  s h o w n  t o  a c t i v a t e  J N K  
i n  W R S  c e l l s  ( Z h e n g  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  ( F i g u r e  1 . 6 ) .  
T r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  a c t i v a t o r  p r o t e i n - 1  ( A P - 1 )  i s  c o m p o s e d  o f  h o m o -  o r  h e t e r o d i m e r s  
f o r m e d  b y  r e l a t e d  J u n  ( c - J u n ,  J u n B ,  J u n D ) ,  F o s  ( c - F o s ,  F o s B ,  F r a - I ,  F r a - 2 )  a n d  A T F ,  
C R E B  f a m i l y  p r o t e i n s  ( W a g n e r ,  2 0 0 1 ) .  T h e s e  p r o t e i n s  a r e  r a p i d l y  a n d  t r a n s i e n t l y  
t r a n s c r i b e d  i n  r e s p o n s e  t o  a  n u m b e r  o f  e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l s ,  w h i c h  t r i g g e r  a c t i v a t i o n  o f  
J N K ,  E R K  o r  p 3 8  M A P  k i n a s e  p a t h w a y s  ( K a r i n  e t  n l . ,  1 9 9 7 ;  L e p p a  a n d  B o h m a n n ,  
1 9 9 9 ) .  E x p r e s s i o n  o f  c - F o s ,  c - J u n ,  J u n B  a n d  J u n D  i n  W R S  c e l l  l i n e s  h a s  b e e n  
d o c u m e n t e d  p r e v i o u s l y  ( H s u  e t  a l . ,  1 9 9 2 a ;  G r u s s  e t  n l . ,  1 9 9 2 ;  C o s s m a n  e t  n l . ,  1 9 9 9 ) .  
M a t h a s  e t  n l . ,  2 0 0 2 ,  s h o w e d  t h a t  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v a t e d  A P - 1  w i t h  r o b u s t  c - J u n  a n d  
J u n B  o v e r e x p r e s s i o n  w a s  f o u n d  i n  a l l  t u m o u r  c e l l s  o f  c H L .  T h e y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  A P -  
1  c o o p e r a t e s  w i t h  N F - K B  a n d  s t i m u l a t e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  c e l l - c y c l e  r e g u l a t o r  c y c l i n  
D 2 ,  p r o t o - o n c o g e n e  c - m e t  a n d  t h e  l y m p h o c y t e  h o m i n g  r e c e p t o r  C C R 7 ,  w h i c h  a r e  a l l  
s t r o n g l y  e x p r e s s e d  i n  W R S  c e l l s .  T h e  r e s u l t s  o f  W a t a n a b e  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,  s u g g e s t  t h a t  
c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v e  J u n B  c a u s e s  o v e r e x p r e s s i o n  o f  t h e  h a l l m a r k  C D 3 0  i n  W R S  c e l l s  
t h r o u g h  a c t i n g  o n  t h e  A P - 1  s i t e  o f  t h e  C D 3 0  m i c r o s a t e l l i t e  s e q u e n c e  a n d  r e l i e v i n g  i t s  
s u p p r e s s i v e  a c t i v i t y  o n  t h e  S p - 1 - d e r i v e d  c o r e  p r o m o t e r .  I n  a  s u b s e q u e n t  r e p o r t ,  
W a t a n a b e  e t  a l . ,  2 0 0 5 ,  s u g g e s t  a n  a u t o r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  l e v e l s  o f  C D 3 0  
p r o m o t e r  a c t i v i t y  a r e  c o n t r o l l e d  b y  C D 3 0 - E R K 1 1 2  M A P K  s i g n a l i n g .  C D 3 0 - E R K 1 1 2  
M A P K  s i g n a l s  i n d u c e  J u n B  e x p r e s s i o n  t h a t  m a i n t a i n s  h i g h  l e v e l s  o f  t h e  C D 3 0  p r o m o t e r  
i n  W R S  c e l l s  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 . 6 .  
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+  a c t l v a l j o n  
F i g u r e  1 . 6  S c h e m a t i c  v i e w  o f  C D 3 0  s i g n a l s  a n d  C D 3 0  p r o m o t e r  i n d u c t i o n  b y  J u n B  
i n  H L  
I n  H I R S  c e l l s ,  o v e r e x p r e s s e d  C D 3 0  a c t i v a t e s  t h e  T R A F - I K B  k i n a s e  ( 1 K K ) - I K B - N F - I C B  
p a t h w a y .  C D 3 0 - E R K 1 1 2  M A P K - J u n B - A P - 1  i s  a  T R A F - i n d e p e n d e n t  c o m m o n  p a t h w a y  
t h a t  s t a b i l i s e s  o v e r e x p r e s s i o n  o f  C D 3 0  i n  W R S  c e l l s .  A d a p t e d  f r o m  W a t a n a b e  e t  a l . ,  
2 0 0 5 .  
1 . 5 . 6  P I 3 - K  S i g n a l i n g  t r a n s d u c t i o n  
P h o s p h a t i d y l - i n o s i t i d e  3 - k i n a s e  ( P I 3 - K )  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  a  v a r i e t y  o f  
b i o l o g i c a l  p r o c e s s e s ,  i s  i n v o l v e d  i n  l y m p h o c y t e  s u r v i v a l  ( P o g u e  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  C a r e y  a n d  
S c o t t ,  2 0 0 1 )  a n d  p r o l i f e r a t i o n  ( B r e n n a n  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  C r a d d o c k  e t  a l . ,  1 9 9 9 )  a n d  c a n  b e  
a c t i v a t e d  b y  o n c o g e n i c  R a s  ( V a n h a e s e b r o e c k  a n d  A l e s s i ,  2 0 0 0 ) .  I n  B  c e l l s ,  P I 3 - K  i s  
i n v o l v e d  i n  s e v e r a l  k e y  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s  s u c h  a s  C D 4 0  a n d  B C R  s i g n a l i n g  
( A n d j e l i c  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  A a g a a r d - T i l l e r y  a n d  J e l i n e k ,  1 9 9 6 ) .  P 1 3 - K  i s  c o n s t i t u t i v e l y  
a c t i v a t e d  i n  H L  a n d  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  s u r v i v a l  o f  H L  c e l l s  ( D u t t o n  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  a n d  
i n h i b i t i o n  o f  t h e  P I 3 - K l A k t  p r o m o t e s  G I  c e l l  c y c l e  a r r e s t  a n d  a p o p t o s i s  i n  H L  
( G e o r g a k i s  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
1 . 5 . 7  N o t c h  S i g n a l i n g  P a t h w a y  
T h e  N o t c h  f a m i l y  o f  t r a n s m e m b r a n e  r e c e p t o r s  c o n t r o l  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  
d i f f e r e n t i a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  e x t r a c e l l u l a r  l i g a n d s  e x p r e s s e d  o n  n e i g h b o u r i n g  c e l l s .  T h e  
l i g a n d s  t h a t  b i n d  a n d  a c t i v a t e  N o t c h  r e c e p t o r  b e l o n g  t o  t h e  D S L  f a m i l y ,  d e f i n e d  b y  t h e  
i n v e r t e b r a t e  l i g a n d s  D e l t a ,  S e r r a t e  a n d  L A G - 2  ( H e n d e r s o n  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  M e l l o  e t  a l . ,  
1 9 9 4 ;  T a x  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  F o u r  N o t c h  g e n e s ,  d e s i g n a t e d  N o t c h l - N o t c h 4  a n d  f i v e  l i g a n d s ,  
J a g g e d 1  a n d  J a g g e d 2  a n d  D e l t a - l i k e  1  ( D L L l ) ,  D L L 3  a n d  D L L 4  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  
m a m m a l s  t o  d a t e .  A l t h o u g h  N o t c h  a n d  i t s  l i g a n d s  a r e  o f t e n  e x p r e s s e d  o n  t h e  s a m e  c e l l ,  
i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  N o t c h  i s  a c t i v a t e d  p r i m a r i l y  t h r o u g h  b i n d i n g  t o  i t s  l i g a n d s  o n  
a d j a c e n t  c e l l s  ( J u n d t  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
B o t h  t h e  N o t c h  r e c e p t o r  a n d  i t s  l i g a n d s  h a v e  l a r g e  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n s  t h a t  c o n s i s t  
p r i m a r i l y  o f  e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  ( E G F ) - l i k e  r e p e a t s  a n d  N o t c h  s i g n a l i n g  a c t i v a t i o n ,  
d e p i c t e d  i n  F i g u r e  1 . 7 ,  i s  m e d i a t e d  t h r o u g h  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  l i g a n d  D S L  d o m a i n  
a n d  t h e  E G F  r e p e a t s  l o c a t e d  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  p o r t i o n  o f  t h e  N o t c h  r e c e p t o r .  L i g a n d  
b i n d i n g  p r o m o t e s  t w o  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  e v e n t s  i n  t h e  N o t c h  r e c e p t o r ,  f i r s t l y  c l e a v a g e  
i s  c a t a l y s e d  b y  A D A M - f a m i l y  m e t a l l o p r o t e a s e s  a n d  t h e  s e c o n d  e v e n t  i s  m e d i a t e d  b y  a  
y - s e c r e t a s e  e n z y m e  c o m p l e x  ( M u m m  a n d  K o p a n ,  2 0 0 0 ;  F o r t i n i ,  2 0 0 2 ;  S e l k o e  a n d  
K o p a n ,  2 0 0 3 ) .  T h e  s e c o n d  c l e a v a g e  r e l e a s e s  t h e  N o t c h  i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n  ( N o t c h I C ) ,  
w h i c h  t h e n  t r a n s l o c a t e s  t o  t h e  n u c l e u s  a n d  f o r m s  a  t r i m e r i c  c o m p l e x  w i t h  t h e  D N A -  
b i n d i n g  p r o t e i n  C B F l I R B P - J K  a n d  i t s  c o a c t i v a t o r  M a s t e r m i n d  ( M a m ) .  C B F -  l / R B P - J K  
i n  t h e  a b s e n c e  o f  N o t c h I C ,  b i n d s  t h e  s e q u e n c e  C G T G G G A A  a n d  a c t s  a s  a  c o n s t i t u t i v e  
r e p r e s s o r  b y  r e c r u i t i n g  a  c o r e p r e s s o r  c o m p l e x ,  i n c l u d i n g  S M R T  o r  N - c o R ,  S K I P ,  C I R ,  
a n d  c l a s s  I  o r  I I  h i s t o n e  d e a c e t y l a s e s  ( L a i ,  2 0 0 2 ) ,  a s  w e l l  a s  S H A R P  ( O s w a l d  e t  a l . ,  
2 0 0 2 )  a n d  C t B P I C t I P  ( O s w a l d  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  N o t c h  b i n d i n g  t o  C B F - l / R B P - J K  r e p l a c e s  
t h e  S M R T  c o r e p r e s s o r  c o m p l e x  w i t h  a  c o a c t i v a t o r  c o m p l e x  i n c l u d i n g  S K I P ,  M A M L 1 ,  
a n d  h i s t o n e  a c e t y l t r a n s f e r a s e s  P C A F ,  G C N S ,  o r  p 3 0 0  a c t i v a t i n g  t r a n s c r i p t i o n  o f  t a r g e t  
g e n e s  ( M i e l e ,  2 0 0 6 ) .  
N o t c h  s i g n a l i n g  i s  l i k e l y  t o  r e g u l a t e  m u l t i p l e  a s p e c t s  o f  l y m p h o i d  d e v e l o p m e n t  a n d  
f u n c t i o n  ( H e  a n d  P e a r ,  2 0 0 3 ) .  B e r t r a n d  e t  a l . ,  ( 2 0 0 0 ) ,  f o u n d  t h a t  N o t c h l  i s  e x p r e s s e d  
t h r o u g h o u t  h u m a n  B  c e l l  d e v e l o p m e n t ,  N o t c h 2  i n  t h e  l a t e  p r e - B  c e l l  c o m p a r t m e n t  a n d  
N o t c h  l i g a n d s  D e l t a ,  i n  p r o - B ,  e a r l y  p r e - B  a n d  l a t e  p r e - B  c e l l s  a n d  J a g g e d - ] ,  i n  b o n e  
m a r r o w  s t r o m a l  c e l l s .  N o t c h  a c t i v i t y  e m e r g e s  a s  a  c o n t r i b u t o r y  f a c t o r  t o  m a n y  c a n c e r s  
( R a d t k e  a n d  R a j ,  2 0 0 3 ) .  H L ,  a n a p l a s t i c  l a r g e - c e l l  n o n - H L ,  s o m e  a c u t e  m y e l o i d  
l e u k e m i a s ,  B - c e l l  c h r o n i c  l y m p h o i d  l e u k e m i a s ,  a n d  m u l t i p l e  m y e l o m a  a l l  s h o w  
d e r e g u l a t e d  e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  r e c e p t o r s  o r  l i g a n d s  ( T o h d a  a n d  N a r a ,  2 0 0 1 ;  H u b m a n n  
e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  J u n d t  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  N e f e d o v a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  N o t c h l  i s  a b e r r a n t l y  e x p r e s s e d  i n  
p r i m a r y  W R S  c e l l s  a n d  H / R S  c e l l  l i n e s  a n d  e x p e r i m e n t a l  a c t i v a t i o n  o f  N o t c h l  s h o w e d  
t h a t  i t s  s i g n a l i n g  c o u l d  c o n t r i b u t e  t o  p r o l i f e r a t i o n  a n d  a p o p t o s i s  r e s i s t a n c e  o f  W R S  c e l l s  
( J u n d t  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
N o t c h  s i g n a l i n g  h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  N F - K B  ( G u a n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  
B a s h  e t  a l . ,  1 9 9 9  a n d  B e l l a v i a  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  A n t a g o n i s t i c  o r  s y n e r p s t i c  c o n n e c t i o n s  
b e t w e e n  N F - K B  a n d  C B F I - m e d i a t e d  N o t c h  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d  ( G u a n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  B a s h  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  W a n g  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  F u r t h e r m o r e ,  i t  h a s  
b e e n  s h o w n  t h a t  b a s a l  e x p r e s s i o n  o f  I K B c ~  a s  a  c o n s e q u e n c e  N F - K B  a c t i v i t y  i s  u n d e r  
C B F l  c o n t r o l  ( O a k l e y  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
1 . 5 . 7 . 1  E B N A 2  a n d  N o t c h - I C  o v e r l a p  i n  t h e i r  f u n c t i o n s  a n d  i n  t h e i r  t a r g e t  g e n e s  
L i k e  N o t c h I C ,  E B V  n u c l e a r  a n t i g e n  2  ( E B N A 2 )  t r a n s - a c t i v a t e s  g e n e s  b y  i n t e r a c t i n g  
w i t h  R B P - J d C B F 1 .  A l t h o u g h  t h e r e  i s  n o  o b v i o u s  s e q u e n c e  h o m o l o g y  b e t w e e n  t h e s e  
t w o  p r o t e i n s ,  t h e y  i n t e r a c t  w i t h  s i m i l a r  r e g i o n s  o f  R B P - J d C B F 1  a n d  r e p l a c e  r e p r e s s o r  
p r o t e i n s  w i t h  t h e i r  t r a n s - a c t i v a t i o n  d o m a i n s  a n d  a l s o  o v e r l a p  i n  t h e  r a n g e  o f  f u n c t i o n a l  
a c t i v i t i e s  a n d  i n  t h e  g e n e s  t h a t  t h e y  r e g u l a t e .  B o t h  p r o t e i n s  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  a c t i v a t e  ( i )  
t h e  s a m e  R B P - J d C B F I - r e g u l a t e d  g e n e s  i n  r e p o r t e r  a s s a y s  ( H o f e l m a y r  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) ,  ( i i )  
E B V  l a t e n c y  p r o m o t e r s  ( w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  L M P I )  ( S t r o b l  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  a n d  ( i i i )  
e f f e c t  e x p r e s s i o n  o f  t h e  s a m e  c e l l u l a r  g e n e s  s u c h  a s  B A T F  ( J o h a n s e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  
C D 2 1  ( S t r o b l  e t  n l . ,  2 0 0 0 )  a n d  I g  e n h a n c e r  ( S t r o b l  e t  n l . ,  2 0 0 0 ;  M o r i m u r a  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
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I t  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  s h o w n  i n  o u r  l a b o r a t o r y  a n d  b y  o t h e r s  ( H s i e h  e t  a l . ,  1 9 9 6 )  t h a t  
E B N A 2  i s  a  m o r e  p o t e n t  t r a n s a c t i v a t o r  t h a n  N o t c h I C .  
F i g u r e  1 . 7  M o d e l  a n d  c o m p o n e n t s  o f  m a m m a l i a n  N o t c h  s i g n a l i n g  
( A )  ( I )  N o t c h  l i g a n d s  J a g g e d ] ,  - 2 ,  D e l t a - l i k e - 1 ,  - 3  o r  - 4  b i n d  t o  N o t c h  r e c e p t o r s  1 ,  - 2 ,  - 3  
o r -  4  o n  a d j a c e n t  c e l l s .  ( 2 )  R e c e p t o r - l i g a n d  b i n d i n g  l e a d s  t o  t w o  c l e a v a g e  e v e n t s :  a n  S 2  
c l e a v a g e  i m m e d i a t e l y  o u t s i d e  t h e  t r a n s m e m b r a n e  d o m a i n  b y  t u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r  a  
c o n v e r t i n g  e n z y m e  ( T A C E ) ,  w h i c h  c l e a v e s  t h e  e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n  f r o m  t h e  
i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n ;  f o l l o w e d  b y  a n  S 3  c l e a v a g e  e v e n t  w i t h i n  t h e  t r a n s m e m b r a n e  
d o m a i n  b y  a  m u l t i p r o t e i n  y - s e c r e t a s e  c o m p l e x  t h a t  l i b e r a t e s  t h e  N o t c h  r e c e p t o r ' s  e n t i r e  
i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n  ( N o t c h I C )  f r o m  t h e  m e m b r a n e .  ( 3 )  A s  a  r e s u l t  o f  S 3  c l e a v a g e ,  
N o t c h I C  i s  t r a n s l o c a t e d  t o  t h e  n u c l e u s ,  w h e r e  i t  i n t e r a c t s  v i a  t h e  R A M  d o m a i n  a n d  
a n k y r i n  r e p e a t s  w i t h  R B P - J K I C B F ~  ( 4 ) .  ( 5 )  B i n d i n g  o f  N o t c h I C  t o  R B P - J f l B F I  
d i s p l a c e s  t h e  c o - r c p m s s o r h  c o r n p l c x ,  a l l o . w i n g  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v a t i o n  o f  N o t c h  
r e s p o n s i v e  g e n e s .  ( 6 )  E x p s c s s i o n  o f  N o t c h  r e s p o n s i v e  g e n e s  d e t e r m i n e s  t h e  f a t e  o f  t h e  
c e l l .  ( B )  N d c h  e x l r a c e l l u l n r  d o i l ~ a i r ~ s  c o n t a i n  2 9 - 3 6  e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  ( E G F )  
r e p e a t s ,  3  c y s t e i n e  r i c h  L I N  r e p e a t s  a n d  a  r e g i o n  t h a t  l i n k s  t o  t h e  t r a n s m e m b r a n e  a n d  
i n t r a c e l l u l a r  f r a g m e n t .  E G F - r e p e a t s  1 1  a n d  1 2  ( o r a n g e )  a r e  e s s e n t i a l  f o r  l i g a n d  b i n d i n g .  
T h e  i n t r a c e l l u l a r  p o r t i o n  c o n s i s t s  o f  a  R A M  d o m a i n ,  s i x  a n k y r i n  ( A n k )  r e p e a t s  a n d  a  C -  
t e r m i n a l  P E S T  d o m a i n .  I t  a l s o  c o n t a i n s  n u c l e a r  l o c a l i s a t i o n  s i g n a l s .  ( C )  N o t c h  l i g a n d s  
a r e  t r a n s m e m b r a n e  p r o t e i n s  t h a t  a r e  c h a r a c t e r i s e d  b y  a n  N - t e r m i n a l  D S L  ( D e l t a ,  S e r r a t e  
a n d  L A G - 2 )  d o m a i n  t h a t  i s  e s s e n t i a l  f o r  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  N o t c h  r e c e p t o r .  T h e  
e x t r a c e l l u l a r  d o m a i n s  o f  t h e  l i g a n d s  c o n t a i n  v a r y i n g  n u m b e r s  o f  E G F  - r e p e a t s .  T h e  
l i g a n d s  a r e  s u b d i v i d e d  i n t o  t w o  c l a s s e s ,  D e l t a  o r  D e l t a - l i k e  ( D 1 1 )  a n d  S e r r a t e  ( J a g g e d  i n  
m a m m a l s ) ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  a  c y s t e i n e  r i c h  d o m a i n .  A ;  a d a p t e d  
f r o m  S m i t h  ( 2 0 0 5 )  a n d  B - C ;  a d a p t e d  f r o m  B r a y ,  2 0 0 6 .  
1 . 5 . 8  R T K  s i g n a l i n g  
A b e r r a n t  r e c e p t o r  t y r o s i n e  k i n a s e  ( R T K )  a c t i v i t i e s  a r e  c o m m o n l y  i n v o l v e d  i n  c e l l u l a r  
t r a n s f o r m a t i o n .  R T K s  u s u a l l y  a c t i v a t e  t h e  P D K I A K T  a n d  M E K 1 / 2 / E R K 1 / 2  p a t h w a y s  
a n d  c a n  a l s o  a c t i v a t e  S T A T s  ( S c h l e s s i n g e r ,  2 0 0 0 ) .  A s  l i s t e d  i n  T a b l e  1 - 3 ,  s i x  R T K s ,  
P D G F R A ,  D D R 2 ,  E P H B  1 ,  R O N ,  T R K B  a n d  T R K A ,  a r e  a b e r r a n t l y  e x p r e s s e d  i n  W R S  
c e l l s  f r o m  a  c o n s i d e r a b l e  f r a c t i o n  o f  c H L  c a s e s  ( R e n n C  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) ,  m o s t  p r o n o u n c e d  
i n  N S H L ,  w h e r e  t h e  v a s t  m a j o r i t y  o f  c a s e s  c o e x p r e s s e d  2 - 6  o f  t h e  R T K s .  I n  t h e  s t u d y  
b y  R e n n C  e t  a l . ,  t r e a t m e n t  o f  W R S  c e l l s  w i t h  t h e  P D G F R A  i n h i b i t o r ,  I m a t i n i b ,  l e a d  t o  
g r o w t h  i n h i b i t i o n  i n d i c a t i n g  t h a t  a b e r r a n t  R T K  a c t i v i t i e s  m a y  h a v e  i m p o r t a n t  f u n c t i o n s  
i n  W R S - c e l l  p a t h o g e n e s i s .  T h e  a b e r r a n t  e x p r e s s i o n  o f  R T K s  i n  H L  i s  a  r e c e n t  d i s c o v e l y  
a n d  e s t a b l i s h i n g  a  r o l e  f o r  R T K  s i g n a l i n g  i s  t h e  s u b j e c t  o f  o n g o i n g  i n v e s t i g a t i o n .  
1 . 6  E B V  a n d  H L  
V i r u s e s  h a v e  a l s o  b e e n  f o u n d  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s o m e  c a n c e r s  a n d  
c o n t r i b u t e  t o  t u m o u r i g e n e s i s  b y  d i f f e r e n t  m e c h a n i s m s ,  i n d i r e c t l y  b y  i n d u c i n g  i m m u n o -  
s u p p r e s s i o n  o r  b y  m o d i f y i n g  t h e  h o s t  c e l l  g e n o m e  w i t h o u t  p e r s i s t e n c e  o f  v i r a l  D N A ,  o r  
d i r e c t l y  b y  e x p r e s s i n g  o n c o p r o t e i n s  o r  b y  a l t e r i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  h o s t  c e l l  p r o t e i n s .  
T h e  o n c o g e n i c  v i r u s e s  t h a t  a r e  i m p l i c a t e d  i n  c a n c e r  a r e  d i v e r s e  a n d  v a r y  g r e a t l y  i n  t h e  
c o m p l e x i t y  o f  t h e i r  g e n o m e s ,  t h e i r  t a r g e t  t i s s u e s  a n d  t h e i r  r e q u i r e m e n t s  f o r  a d d i t i o n a l  
c o - f a c t o r s  d u r i n g  t u l n o u r  p r o g r e s s i o n .  S o m e  m e m b e r s  o f  t h e  h u m a n  h e r p e s  v i r u s e s ,  
m o s t  n o t a b l y  E B V ,  h a v e  b e e n  l i n k e d  b y  e x p e r i m e n t a l  a n d  c l i n i c a l  e v i d e n c e  t o  a  n u m b e r  
o f  c a n c e r s  o f  b o t h  l y m p h o i d  a n d  e p i t h e l i a l  o r i g i n  i n c l u d i n g  B u r k i t t ' s  l y m p h o m a  ( B L ) ,  
H L ,  l y m p h o m a s  i n  i m m u n o - c o m p r o m i s e d  i n d i v i d u a l s  a n d  c e r t a i n  T  c e l l  l y m p h o m a s .  
E B V  i s  c l a s s i f i e d  a s  a  g a m m a - h e r p e s  v i r u s  a n d  i s  t r a n s m i t t e d  f r o m  h o s t  t o  h o s t  t h r o u g h  
s a l i v a ,  a l t h o u g h  b l o o d  t r a n s f u s i o n  a n d  b o n e  m a r r o w  a n d  o r g a n  t r a n s p l a n t a t i o n  a l s o  h a v e  
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b e e n  i m p l i c a t e d .  P r i m a r y  i n f e c t i o n  b e g i n s  a t  t h e  o r o p h a r y n g e a l  e p i t h e l i u m  a n d  B -  
I y n l p h o c y t e s  a r e  i n f e c t e d  a s  t h e y  t r a f f i c  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  t h e s e  c e l l s  ( T h o m p s o n  a n d  
K u r z r o c k .  2 0 0 4 ) .  S e r o e p i d e m i o l o g i c  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  > 9 0  %  o f  a d u l t s  w o r l d w i d e  
a r e  i n f e c t e d  w i t h  E B V  ( H s u  a n d  G l a s e r .  2 0 0 0 )  a n d  p r i m a r y  i n f e c t i o n  u s u a l l y  o c c u r s  i n  
t h e  f i r s t  f e w  y e a r s  o f  l i f e  a n d  d o e s  n o t  r e s u l t  i n  a n y  r e c o g n i s e d  d i s e a s e .  H o w e v e r ,  t h e  
d r a m a t i c  i m m u n e  r e s p o n s e  t h a t  c a n  o c c u r  w h e n  p r i m a r y  i n f e c t i o n  i s  d e l a y e d  u n t i l  
a d o l e s c e n c e  o r  a d u l t h o o d  f r e q u e n t l y  r e s u l t s  i n  I n f e c t i o u s  M o n o n u c l e o s i s  ( I M )  ( W e n s i n g  
a n d  F a r r e l l ,  2 0 0 0 ) .  I M  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  a  v a r i e t y  o f  s y m p t o m s ,  i n c l u d i n g  f e v e r ,  
m a l a i s e ,  l y m p h a d e n o p a t h y  ( m a r k e d  s w e l l i n g  o f  p e r i p h e r a l  l y m p h o i d  t i s s u e s )  a n d  t h e  
p r e s e n c e  o f  a t y p i c a l  d i v i d i n g  l y m p h o c y t e s  i n  t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  ( E l i o p o u l o s  a n d  
Y o u n g ,  2 0 0 1 ) .  L o n g - t e r m  E B V  c o - e x i s t s  w i t h  m o s t  h u m a n  h o s t s  w i t h o u t  o v e r t  s e r i o u s  
c o n s e q u e n c e s .  H o w e v e r ,  i n  a  s m a l l  p e r c e n t a g e  o f  i n d i v i d u a l s ,  t h e  v i r u s  m a y  b e  
i m p l i c a t e d  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  m a l i g n a n c y .  
T o  d a t e ,  t h r e e  m a i n  t y p e s  o f  E B V  l a t e n t  i n f e c t i o n  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d ,  t h e s e  a r e  
r e f e r r e d  t o  a s  l a t e n c y  I ,  I 1  a n d  1 1 1 .  L a t e n c y  I 1 1  i s  f o u n d  i n  a l l  l y m p h o b l a s t o i d  c e l l  l i n e s  
( L C L s ) ,  B  c e l l  l y m p h o m a s  o f  i m m u n o s u p p r e s s e d  i n d i v i d u a l s ,  a n d  s o m e  B  c e l l  b l a s t s  i n  
p a t i e n t s  w i t h  i n f e c t i o u s  m o n o n u c l e o s i s  ( W e n s i n g  a n d  F a r r e l l ,  2 0 0 0 ) .  T h e  f u l l  r a n g e  o f  
l a t e n c y  g e n e s  a r e  e x p r e s s e d  i n  l a t e n c y  1 1 1 .  I n  l a t e n c y  I ,  w h i c h  i s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  
B u r k i t t ' s  l y m p h o m a  ( B L ) ,  o n l y  E B N A l ,  t h e  E B E R s  a n d  t h e  B a m H I  A  t r a n s c r i p t s  a r e  
r e g u l a r l y  d e t e c t e d  ( M u r r a y  a n d  Y o u n g ,  2 0 0 1 ) .  L a t e n c y  I 1  t y p e  g e n e  e x p r e s s i o n  i s  f o u n d  
i n  E B V - a s s o c i a t e d  H L ,  u n d i f f e r e n t i a t e d  n a s o p h a r y n g e a l  c a r c i n o m a  ( N P C )  a n d  T - c e l l  
l y m p h o m a s ,  w i t h  e x p r e s s i o n  l i m i t e d  t o  t h e  E B E R s ,  E B N A l ,  L M P 1 ,  L M P 2  a n d  t h e  
B a m H I  A  t r a n s c r i p t s .  
A s  m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y ,  E B V  i s  f o u n d  i n  s i g n i f i c a n t  p r o p o r t i o n s  o f  H L  c a s e s  ( 3 0 - 5 0  
% )  w i t h  g e o g r a p h i c a l  v a r i a t i o n  a n d  r e p r e s e n t s  t h e  m o s t  c o m m o n  g e n e t i c  a b n o r m a l i t y  
d e t e c t a b l e  i n  H L .  I f  p r e s e n t ,  E B V  i s  f o u n d  i n  a l l  t u m o u r  c e l l s  w i t h  a  u s u a l l y  m o n o c l o n a l  
c o m p o s i t i o n  o f  e p i s o m e s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  E B V  i n f e c t i o n  o c c u r s  p r i o r  t o  c l o n a l  e x p a n s i o n  
o f  t h e  t u m o u r  c e l l s  ( H e r b s t ,  1 9 9 6 ) .  T h e  e x i s t e n c e  o f  E B V - n e g a t i v e  d i s e a s e  r a i s e s  t h e  
q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  E B V ,  w h e n  p r e s e n t ,  i s  s i m p l y  a  ' p a s s e n g e r ' .  A l t h o u g h  t h i s  r e m a i n s  
f o r m a l l y  p o s s i b l e ,  t h e  l i k e l i h o o d  o f  H L  h a v i n g  a r i s e n  i n  a n  E B V - p o s i t i v e  t a r g e t  c e l l  b y  
c h a n c e  s e e m s  r e m o t e ,  g i v e n  t h a t  i n f e c t e d  c e l l s  n o r m a l l y  m a k e  u p  a  t i n y  f r a c t i o n  ( 1 - 1 0 0  
c e l l s  p e r  m i l l i o n )  o f  t h e  t o t a l  B - c e l l  p o o l  ( Y o u n g  a n d  R i c l u n s o n ,  2 0 0 4 ) .  F u r t h e r m o r e ,  i n  
E B V - p o s i t i v e  t u m o u r s ,  t h e  v i r a l  g e n o m e  i s  p r e s e n t  i n  e v e r y  W R S  c e l l .  G u l l e y  e t  a l . ,  
( 1 9 9 4 ) ,  d e m o n s t r a t e d  t h e  m o n o c l o n a l i t y  o f  E B V  D N A  i n  H L  i m p l y i n g  t h a t  t h e  R S  c e l l s  
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w e r e  i n f e c t e d  b e f o r e  m a l i g n a n t  t r a n s f o r m a t i o n  s u g g e s t i n g  t h a t  H L  c o u l d  d e v e l o p  a s  a  
c o n s e q u e n c e  o f  m a l i g n a n t  t r a n s f o r m a t i o n  o f  a n  E B V - i n f e c t e d  c e l l .  E B V - s p e c i f i c  D N A  
s e q u e n c e s  w e r e  d e t e c t e d  f r o m  f r o z e n  a n d / o r  p a r a f f i n  e m b e d d e d  t i s s u e s  o f  5 8  %  o f  H L  
c a s e s  w h i l e  o n l y  1 0  %  o f  c o n t r o l  l y m p h  n o d e s  w i t h  n o r m a l  h i s t o l o g y  w e r e  E B V  
p o s i t i v e  ( H e r b s t  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .  T h e  r e l a t i v e  r i s k  o f  d e v e l o p i n g  H L  i n  i n d i v i d u a l s  w i t h  a  
h i s t o r y  o f  I M ,  r e l a t i v e  t o  t h o s e  w i t h  n o  p r i o r  h i s t o r y  w a s  s h o w n  t o  r a n g e  b e t w e e n  2 . 0  t o  
5 . 0 .  A s  o b s e r v e d  w i t h  B L  a n d  N P C ,  e l e v a t e d  t i t r e s  t o  E B V  a n t i g e n s  a r e  s e e n  p r i o r  t o  
a n d  a t  t h e  o n s e t  o f  t u m o u r  d e v e l o p m e n t  ( G r i f f i n ,  2 0 0 0 ) .  E B V - p o s i t i v e  t u m o u r s  e x p r e s s  
t h e  v i r a l  g e n e s  E B N A - 1 ,  L M P -  1  a n d  L M P - 2  o f  t h e  d e f a u l t  t r a n s c r i p t i o n  p r o g r a m ,  w h i c h  
i s  t h e  p r o g r a m  t h a t  i s  u s e d  b y  l a t e n t l y  i n f e c t e d  G C  B  c e l l s ,  f u r t h e r  s u p p o r t i n g  t h e  i d e a  
t h a t  H L  a r i s e s  f r o m  a n  E B V - i n f e c t e d  G C  B  c e l l  ( T h o r l e y - L a w s o n  a n d  G r o s s ,  2 0 0 4 ) .  
T h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  W R S  c e l l s  a s  f a i l e d  p r o d u c t s  o f  G C  r e a c t i o n s  b y  I g  g e n o t y p i n g  
d o e s  i n d e e d  i n d i c a t e  a  p l a u s i b l e  p a t h o g e n e t i c  r o l e  f o r  t h e  v i r u s ,  b a s e d  o n  r e s c u i n g  s u c h  
t u m o u r  p r o g e n i t o r s  f r o m  a p o p t o s i s .  L M P l  i s  c a p a b l e  o f  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v a t i n g  t h e  
C D 4 0  p a t h w a y ,  t h e r e b y  r e p l a c i n g  a  s i g n a l  t h a t  i s  n o r m a l l y  p r o v i d e d  b y  c o g n a t e  T  c e l l s  
d u r i n g  m e m o r y - c e l l  s e l e c t i o n ,  a n d  L M P 2 A  c a n  m i m i c  s i g n a l i n g  f r o m  s u r f a c e  I g ,  
r e p l a c i n g  t h e  u s u a l  r e q u i r e m e n t  f o r  h i g h - a f f i n i t y  b i n d i n g  t o  c o g n a t e  a n t i g e n  ( Y o u n g  a n d  
R i c k i n s o n ,  2 0 0 4 )  a s  d e t a i l e d  i n  S e c t i o n  1 . 4  a n d  F i g u r e  1 . 8 .  
-  -  -  
3  ' w  E B V  R a r e  r n u t a t ~ o n s  
B  c e l l  
I n f e c t e d  
0  b l a s t  
L M P I  p r o l n o t e s  p r o l ~ f e m t ~ o n  a d  
H o d g k l n  R e e d - S t e r n b e r g  c e l l s  
L M P 2 a  o v e r c o m e s  a p o p t o s ~ s  
s u r r o u n d e d  b y  a  1 0 0 - f o l d  
o f  B C R  n e g a l ~ v e  B  c e l l s  
e x c e s s  o f  c e l l u l a r  ~ n f i l l r a l e s  
F i g u r e  1 . 8  A  m o d e l  f o r  t h e  e v o l u t i o n  o f  E B V i  H L  
E B V  i n f e c t s  a  r e s t i n g  i m m a t u r e  B  c e l l  b e f o r e  i t  h a s  p a r t i c i p a t e d  i n  a  G C  r e a c t i o n  
( C r a w f o r d ,  2 0 0 1 ;  P o r t i s  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  T h e  v i r u s  e x p r e s s e s  m u l t i p l e  g e n e s ,  i n c l u d i n g  
E B V - e n c o d e d  R N A s  ( E B E R s ) ,  E p s t e i n - B a r r  n u c l e a r  a n t i g e n  ( E B N A ) - 1 ,  E B N A 2 ,  
L M P l  a n d  L M P 2 a .  L M P 2 a  e n a b l e s  t h e  s u r v i v a l  o f  t h e  i n f e c t e d  c e l l  t h a t  f a i l s  t o  s u p p o r t  
t h e  m a t u r a t i o n  a n d  e x p r e s s i o n  o f  I g s  ( C a l d w e l l  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  C a s o l a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  L M P l  
m i g h t  p r o m o t e  i t s  p r o l i f e r a t i o n .  A d d i t i o n a l  m u t a t i o n s  e n a b l e  t h e  c e l l  t o  e v o l v e  i n t o  a  
H I R S  c e l l .  A d a p t e d  f r o m  H a m m e r s c h m i d t  a n d  S u g d e n ,  2 0 0 4 .  
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T h e  a s s o c i a t i o n  o f  E B V  w i t h  HL v a r i e s  w i t h  c o u n t r y  o f  r e s i d e n c e ,  h i s t o l o g i c a l  s u b t y p e ,  
s e x ,  e t h n i c i t y  a n d  a g e .  E B V - p o s i t i v e  H L  i s  m o r e  f r e q u e n t  i n  c h i l d h o o d ,  i n  o l d e r  a d u l t s  
( > 4 5  y e a r s )  a n d  i n  m i x e d  c e l l u l a r i t y  c a s e s .  O t h e r  c o n s i s t e n t  f i n d i n g s  a r e  t h a t ,  a m o n g  
E B V - p o s i t i v e  H I , ,  t h e r e  i s  a  m a l e  p r e d o m i n a n c e  ( G a n d h i ,  2 0 0 4 ) .  T h e  t r u e  c o n t r i b u t i o n  
o f  E B V  t o  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  H L  r e m a i n s  u n k n o w n .  S e v e r a l  r e p o r t s  h a v e  p r e s e n t e d  
c o n f l i c t i n g  e v i d e n c e  r e g a r d i n g  t h e  i n f l u e n c e  o f  E B V  o n  t h e  o u t c o m e  o f  p a t i e n t s  w i t h  
H L .  S o m e  s t u d i e s  h a v e  f o u n d  n o  e f f e c t  o f  t h e  E B V  s t a t u s  o n  o u t c o m e  ( H e r l i n g  e t  a l . ,  
2 0 0 3 ;  A x d o r p h  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) ,  b u t  t h e r e  a r e  a l s o  c o n t r a d i c t o r y  r e p o r t s  s u g g e s t i n g  b o t h  a  
s u r v i v a l  d i s a d v a n t a g e  ( S t a r k  e t  a l . ,  2 0 0 2 )  a n d  a  s u r v i v a l  a d v a n t a g e  ( M o r e n t e  e t  a l . ,  
1 9 9 7 )  i n  E B V - a s s o c i a t e d  H L  p a t i e n t s .  P o p u l a t i o n - b a s e d  s t u d i e s  o n  t h e  i n f l u e n c e  o f  
E B V  o n  r e l a p s e  a n d  s u r v i v a l  a f t e r  H L  f o u n d  a  m a r k e d  s u r v i v a l  d i s a d v a n t a g e  i n  o l d e r  
E B V - p o s i t i v e  H L  p a t i e n t s  a s  c o m p a r e d  t o  E B V - n e g a t i v e  H L  c a s e s  ( G a n d h i ,  2 0 0 4 ) .  
C a s e s  o f  H L  i n  p a t i e n t s  w i t h  h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  ( H I V )  o r  f r o m  d e v e l o p i n g  
c o u n t r i e s  a r e  m o r e  l i k e l y  t o  c o n t a i n  E B V  g e n o m e s  t h a n  p e r s o n s  w i t h o u t  H I V  o r  f r o m  
d e v e l o p e d  c o u n t r i e s .  E B V - p o s i t i v e  H L  i s  t h e  m o s t  f r e q u e n t  n o n -  A I D S  d e f i n i n g  c a n c e r  
Q a g n o s e d  i n  H I V  p a t i e n t s  ( G a n d h i ,  2 0 0 4 ) .  
A l t h o u g h  t h e  i n c i d e n c e  o f  HL i s  r e l a t i v e l y  l o w  ( 2 - 3 / 1 0 0 , 0 0 0  p e r  y e a r )  t h i s  t u m o u r  i s  n o t  
g e n e t i c a l l y  r e s t r i c t e d ,  m a k i n g  i t s  a s s o c i a t i o n  w i t h  E B V  s i g n i f i c a n t  i n  w o r l d w i d e  h e a l t h  
t e r m s .  
1 . 7  A n t i - a p o p t o t i c  m e c h a n i s m s  i n  W R S  c e l l s  
T w o  a l t e r n a t i v e  c o n v e r g e n t  p a t h w a y s  c a n  i n i t i a t e  a p o p t o t i c  c e l l  d e a t h :  t h e  e x t r i n s i c  
p a t h w a y  ( t h e  d e a t h  r e c e p t o r  p a t h w a y ) ,  w h i c h  i s  m e d i a t e d  b y  c e l l  s u r f a c e  d e a t h  r e c e p t o r s  
( m e m b e r s  o f  T N F R  s u p e r f a m i l y ,  e . g .  C D 9 5  a s  d i s c u s s e d  i n  S e c t i o n  1 . 4 . 2 ) ,  a n d  t h e  
i n t r i n s i c  p a t h w a y ,  w h i c h  i s  m e d i a t e d  b y  m i t o c h o n d r i a ,  b o t h  o f  w h i c h  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  
F i g u r e  1 . 9 .  T h e  i n t r i n s i c  p a t h w a y  o f  a p o p t o s i s  t r i g g e r s  t h e  r e l e a s e  o f  p r o a p o p t o t i c  
p r o t e i n s  ( p r i m a r i l y  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s )  f r o m  m i t o c h o n d r i a ,  w h i c h  f o r m  a  m u l t i -  
p r o t e i n  c o m p l e x ,  t h e  a p o p t o s o m e ,  w h e r e  c a s p a s e - 9  i s  a c t i v a t e d  b y  d i m e r i s a t i o n ,  l e a d i n g  
t o  p r o t e o l y t i c  c e l l  d e s t r u c t i o n  ( B r a u n i n g e r  e t  n l . ,  2 0 0 6 ) .  
A p a r t  f r o m  t h e  c a p a c i t y  t o  e v a d e  t h e  e x t r i n s i c  a p o p t o s i s  p a t h w a y  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  
1 . 4 . 2 ,  W R S  c e l l s  a l s o  s h o w  m a l f u n c t i o n s  i n  t h e  i n t r i n s i c  a p o p t o s i s  p a t h w a y .  A s  s e e n  i n  
F i g u r e  1 . 9 ,  c a s p a s e  a c t i v i t i e s  a r e  m o d u l a t e d  b y  a  g r o u p  o f  p r o t e i n s ,  t h e  i n h i b i t o r s  o f  
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a p o p t o s i s ,  s u c h  a s  t h e  X - l i n k e d  i n h i b i t o r  o f  a p o p t o s i s  ( X I A P ) ,  w h i c h  b i n d s  t o  c a s p a s e s  
a n d  i n h i b i t s  t h e i r  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y .  K a s h k a r  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,  r e p o r t e d  e x p r e s s i o n  o f  X I A P  
i n  H L  c e l l  l i n e s  a n d  W R S  c e l l s  i n  b i o p s y  s a m p l e s  a n d  s h o w e d  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  X I A P  
r e s t o r e d  s e n s i t i v i t y  o f  H L  c e l l s  t o  c a s p a s e - 3 - m e d i a t e d  a p o p t o s i s .  T h e  a n t i - a p o p t o t i c  
p r o t e i n  c F L I P  ( F i g u r e  1 . 9 )  i s  c o n s t i t u t i v e l y  e x p r e s s e d  i n  H L  ( T h o m a s  e t  a l . ,  2 0 0 2 a )  a n d  
i n h i b i t s  p r o p e r  T R A I L - i n d u c e d  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  s i m i l a r  t o  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  C D 9 5  
a s  T R A I L  s e n s i t i v i t y  c o u l d  b e  r e s t o r e d  b y  d o w n r e g u l a t i o n  o f  c F L I P  ( M a t h a s  e t  a l . ,  
2 0 0 4 ) .  K r e u z  e t  a l . ,  2 0 0 1 ,  s u g g e s t e d  t h a t  s t r o n g  e x p r e s s i o n  o f  c - F L I P  i n  W R S  c e l l s  
c o u l d  b e  d u e  t o  c o n s t i t u t i v e  N F - K B  a c t i v i t y .  
C o n s t i t u t i v e  N F - l c B  a c t i v i t y  a s  i l l u m i n a t e d  i n  S e c t i o n  1 . 5 . 2  a n d  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 . 9  
c o n t r i b u t e s  s i g n i f i c a n t l y  t o  t h e  s u r v i v a l  p h e n o t y p e  o f  H / R S  c e l l s .  N F - K B  t a r g e t  g e n e s  i n  
W R S  c e l l s ,  i d e n t i f i e d  b y  e x p e r i m e n t a l  N F - K B  i n h i b i t i o n ,  i n c l u d e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  
a n d  a n t i - a p o p t o t i c  m o l e c u l e s  ( H i n z  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
F i g u r e  1 . 9  A n t i - a p o p t o t i c  m e c h a n i s m s  i n  W R S  c e l l s .  
S e v e r a l  f a c t o r s  m a y  c o n t r i b u t e  t o  t h e  c o n s t i t u t i v e  a c t i v i t y  o f  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  N F -  
K B ,  w h i c h  i s  a n  i m p o r t a n t  a n t i - a p o p t o t i c  f a c t o r  i n  W R S  c e l l s :  s o m a t i c  m u t a t i o n s  i n  t h e  
g e n e s  o f  t h e  N F - K B  i n h i b i t o r s  I K B a  a n d  I K B E  i n  s o m e  c a s e s ,  L M P l  e x p r e s s i o n  i n  E B V -  
p o s i t i v e  c a s e s ,  C D 4 0  l i g a n d - C D 4 O  i n t e r a c t i o n  a n d  ( l i g a n d - i n d e p e n d e n t )  s i g n a l i n g  
t h r o u g h  C D 3 0 .  C D 9 5  s i g n a l i n g  i s  i n h i b i t e d  i n  r a r e  c a s e s  b y  m u t a t i o n  i n  t h e  C D 9 5  g e n e ,  
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a n d  p r e s u m a b l y  f r e q u e n t l y  b y  c F L I P  e x p r e s s i o n .  D o w n s t r e a m  c a s p a s e  a c t i v a t i o n  i s  
l i k e l y  i n h i b i t e d  b y  X I A P  e x p r e s s i o n .  A d a p t e d  f r o m  B r a u n i n g e r  e t  a l . ,  2 0 0 6 .  
1 . 7 . 2  B c l - 2  F a m i l y :  r e g u l a t o r s  o f  c e l l  f a t e  
A p o p t o s i s  o r  p r o g r a m m e d  c e l l  d e a t h  p l a y s  a  v i t a l  r o l e  i n  n o r m a l  d e v e l o p m e n t ,  t i s s u e  
h o m e o s t a s i s ,  a n d  t h e  r e m o v a l  o f  d a m a g e d  a n d  i n f e c t e d  c e l l s ,  e n s u r i n g  a  p r o p e r  b a l a n c e  
o f  c e l l  p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  l o s s .  N e c r o s i s  i s  a  p a s s i v e ,  c a t a b o l i c  p r o c e s s ,  a l w a y s  
p a t h o l o g i c a l ,  t h a t  r e p r e s e n t s  a  c e l l ' s  r e s p o n s e  t o  e x t r e m e  a c c i d e n t a l  o r  t o x i c  i n s u l t s .  
A p o p t o s i s ,  i n  c o n t r a s t ,  o c c u r s  u n d e r  n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  a n d  i s  a n  a c t i v e  
p r o c e s s  r e q u i r i n g  e n e r g y  ( R e n v o i z C  e t  a l . ,  1 9 9 8 )  i s  g e n e t i c a l l y  c o n t r o l l e d  a n d  
t u m o u r i g e n e s i s  i n v o l v e s  i t s  i n h i b i t i o n .  T h e  B c l - 2  f a m i l y  o f  p r o t e i n s  c o n t a i n s  k e y  
r e g u l a t o r s  o f  t h e  m i t o c h o n d r i a l  ( i n t r i n s i c )  p a t h w a y  o f  a p o p t o s i s  ( D a n i a l  a n d  K o r s m e y e r ,  
2 0 0 4 ) .  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  r e s i d e  u p s t r e a m  o f  i r r e v e r s i b l e  c e l l u l a r  d a m a g e  a n d  f o c u s  
m u c h  o f  t h e i r  e f f o r t s  a t  m i t o c h o n d r i a 1  l e v e l ,  w h e r e  t h e y  a c t  a s  k e y  r e g u l a t o r s  o f  
a p o p t o s i s  ( G r o s s  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  T h e  B c l - 2  f a m i l y  c o m p r i s e s  1 7  o r  m o r e  m e m b e r s  i n  
m a m m a l i a n  c e l l s  ( C o r y  a n d  A d a m s ,  2 0 0 2 ) .  T h e  m e m b e r s  s h a r e  h o m o l o g y ,  c l u s t e r e d  
w i t h i n  f o u r  c o n s e r v e d  r e g i o n s ,  B c l - 2  h o m o l o g y  ( B H )  1 - 4  d o m a i n s ,  w h i c h  c o n t r o l  t h e  
a b i l i t y  o f  t h e s e  p r o t e i n s  t o  d i m e r i s e  a n d  f u n c t i o n  a s  r e g u l a t o r s  o f  a p o p t o s i s  ( F i g u r e  
1 . 1 0 ) .  T h e  p r o a p o p t o t i c  m e m b e r s  a r e  B a x ,  B c l - x s ,  B a k ,  a n d  B a d ,  w h e r e a s  t h e  a n t i -  
a p o p t o t i c  m e m b e r s  c o m p r i s e  B c l - 2 ,  B f l -  1 ,  B c l - X L ,  B c l - W ,  B c l - B ,  N R -  1 3  ( h u m a n  
h o m o l o g  n r h ) ,  B c l 2 - L - 1 0  a n d  M c l - 1 .  T h e  f a m i l y  m a y  b e  s u b d i v i d e d  i n t o  t h r e e  m a i n  
g r o u p s  b a s e d  o n  B H  d o m a i n s  a n d  f u n c t i o n :  
1 .  m u l t i d o m a i n  a n t i - a p o p t o t i c  ( B C L - 2 ,  B C L - X L ,  B C L - w ,  M C L -  1 ,  B F L -  1 / A  1 )  
2 .  m u l t i d o m a i n  p r o a p o p t o t i c  ( B A X ,  B A K ,  B O K ) ,  a n d  
3 .  B H 3 - o n l y  p r o a p o p t o t i c  ( B I D ,  B I M ,  B A D ,  B I K ,  N O X A ,  P U M A ,  B M F ,  H R K ) .  
a n t i  l a p o p t o t l c  
B H 4  B H 3  B H 1  B H 2  N  
B d - 2  - r Z # - u - ~ ~  
B d J G .  +  n  E 2  n  a n '  
6 d - w  0  U  O U  
M c l - 9  0  0  L I D  
A I / B f l  E X  a  0  
p ~ ~ p t o t i c  
B s r r  
B a k  
F i g u r e  1 . 1 0  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  B c l - 2  p r o t e i n  d o m a i n  o r g a n i s a t i o n  
T h e  d o m a i n  s t r u c t u r e  o f  p r o -  a n d  a n t i - a p o p t o t i c  b c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s .  B c l - 2  c o n t a i n s  
f o u r  c o n s e r v e d  b c l - 2  h o m o l o g y  d o m a i n s  ( B H 1 4 ) ,  w h i c h  c a n  b e  f o u n d  i n  o t h e r  f a m i l y  
m e m b e r s .  S o m e  o f  t h e  f a m i l y  m e m b e r s  a l s o  h a v e  a  c a r b o x y - t e r m i n a l  h y d r o p h o b i c  
t r a n s m e m b r a n e  d o m a i n  ( T M ) .  A d a p t e d  f r o m  S o r e n s o n ,  2 0 0 4 .  
T h e  f i r s t  g r o u p  c o n s i s t s  o f  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  B c l - 2  t y p e  p r o t e i n s ,  w h i c h  c o n t a i n  t h r e e  t o  
f o u r  B H  d o m a i n s  t h a t  a r e  r e q u i r e d  f o r  t h e i r  a n t i - a p o p t o t i c  f u n c t i o n .  T h e  B H  d o m a i n s  
m e d i a t e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  B c l - 2  l i k e  p r o t e i n s  a n d  o t h e r  m e m b e r s  o f  t h e  B c l - 2  
f a m i l y .  O v e r - e x p r e s s i o n  o f  a n t i - a p o p t o t i c  B c l - 2 - f a m i l y  p r o t e i n s ,  s u c h  a s  B c l - 2 ,  B c l - x L ,  
M c l - 1 ,  B f l - 1 ,  B c l - W  a n d  B c l - B ,  o c c u r s  d u r i n g  t h e  p a t h o g e n e s i s  o r  p r o g r e s s i o n  o f  m o s t  
c a n c e r s  a n d  l e u k e m i a s  ( A d a m s  a n d  C o r y ,  1 9 9 8 ;  G r o s s ,  M c D o n n e l l  a n d  K o r s m e y e r ,  
1 9 9 9 ;  R e e d  1 9 9 8 ) .  T h e  s e c o n d  g r o u p  o f  t h e  B c l - 2  f a m i l y  c o n s i s t s  o f  t h e  B a x - l i k e  p r o -  
a p o p t o t i c  p r o t e i n s ,  i n c l u d i n g  B a x ,  B a k  a n d  B o k  ( K i r k i n  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  W h i l e  B a x  a n d  
B a k  a r e  w i d e l y  e x p r e s s e d  ( K r a j e w s k i  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  K r a j e w s k i  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) ,  B o k  a p p e a r s  
t o  b e  r e s t r i c t e d  t o  t h e  r e p r o d u c t i v e  t i s s u e s  ( H s u  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  T h e  t h i r d  g r o u p  o f  B c l - 2  
p r o t e i n s  i s  t h e  p r o - a p o p t o t i c  B H 3  d o m a i n - o n l y  g r o u p .  T h i s  g r o u p  h a s  m a n y  m e m b e r s ,  
w h i c h  d i f f e r  s t r i k i n g l y  i n  t h e i r  r e s p o n s i v e n e s s  t o  s t i m u l i  a n d  t h e r e b y  i n  t h e  p a t h w a y s  
t h e y  r e g u l a t e  ( H u a n g  a n d  S t r a s s e r ,  2 0 0 0 ) .  T h e  B H 3  d o m a i n - o n l y  f a m i l y  m e m b e r s  s h a r e  
o n l y  t h e  s h o r t  B H 3  d o m a i n  w i t h  t h e  o t h e r  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  ( a n d  w i t h  e a c h  o t h e r ) ,  
w h i c h  i s  e s s e n t i a l  f o r  t h e i r  l u l l i n g  f u n c t i o n  ( H u a n g  a n d  S t r a s s e r ,  2 0 0 0 ;  W i l l i s  a n d  
A d a m s ,  2 0 0 5 ) .  
S e v e r a l  f a m i l y  m e m b e r s  c o n t a i n  a  h y d r o p h o b i c  r e g o n  t h a t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t a r g e t i n g  
t h e s e  p r o t e i n s  t o  i n t r a c e l l u l a r  m e m b r a n e s ,  i n c l u d i n g  t h e  o u t e r  m i t o c h o n d r i a 1  m e m b r a n e ,  
t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a n d  t h e  n u c l e a r  e n v e l o p e  ( A d a m s  a n d  C o r y ,  1 9 9 8 ) .  
1 . 7 . 3  M e c h a n i s m  o f  a c t i o n  o f  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  
M o s t  a n t i - a p o p t o t i c  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  l o c a l i s e  t o  t h e  m i t o c h o n d r i a  a n d  o t h e r  
i n t r a c e l l u l a r  m e m b r a n e s  w h i l e  t h e  p r o - a p o p t o t i c  m e m b e r s  a r e  l o c a l i s e d  i n  t h e  c y t o s o l  o r  
t h e  c y t o s k e l e t o n .  U p o n  c e l l u l a r  e x p o s u r e  t o  a  d e a t h  s i g n a l ,  p r o - a p o p t o t i c  m e m b e r s  
( B i m ,  B a x  a n d  B a k )  a r e  t a r g e t e d  a n d  i n t e g r a t e  i n t o  m e m b r a n e s ,  m a i n l y  t h e  
m i t o c h o n d r i a 1  o u t e r  m e m b r a n e .  T h e  t a r g e t i n g  o f  B a x  a n d l o r  B a k  t o  t h e  m i t o c h o n d r i a l  
m e m b r a n e s  r e s u l t s  i n  t h e i r  o l i g o m e r i s a t i o n  a n d  s u b s e q u e n t l y  i n  p o r e  f o r m a t i o n  i n  t h e  
m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e s  ( r e v i e w e d  i n  G r o s s  M c D o n n e l l  a n d  K o r s m e y e r ,  1 9 9 9 ;  
K o r s m e y e r  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  
S t u d i e s  u s i n g  B a k  a n d  B a x  k n o c k o u t  m i c e  h a v e  p r o v i d e d  e v i d e n c e  i n t o  h o w  p r o -  
a p o p t o t i c  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  i n d u c e  c e l l  d e a t h .  C e l l s  l a c k i n g  b o t h  B a x  a n d  B a k  d i d  
n o t  d i e  u p o n  e x p r e s s i o n  o f  B H 3  d o m a i n - o n l y  p r o t e i n s ,  i n  c o n t r a s t  t o  c e l l s  e x p r e s s i n g  
e i t h e r  o n e  o f  t h e s e  m o l e c u l e s .  T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  B H 3  d o m a i n - o n l y  p r o t e i n s  r e q u i r e  a t  
l e a s t  o n e  B a x - t y p e  p a r t n e r  t o  i n d u c e  c e l l  d e a t h  ( Z o n g  e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  W e i  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
B o t h  B a x  a n d  B a k  u n d e r g o  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  r e s p o n s e  t o  a p o p t o t i c  s t i m u l i  
( W e r n e r  e t  a l . ,  2 0 0 2 )  a n d  a s s e m b l e  i n t o  h o m o - m u l t i m e r s  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  
m e m b r a n e .  U p o n  o l i g o m e r i s a t i o n ,  t h e y  a c t i v e l y  i n d u c e  c y t o c h r o m e  c  ( C y t  c )  r e l e a s e  
( B o m e r ,  2 0 0 3 ) ,  p o s s i b l y  b y  ( i )  f o r m i n g  a  n e w  c h a n n e l  ( S c h l e s i n g e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) ;  ( i i )  b y  
e n l a r g i n g  a n  e x i s t i n g  p e r m e a b i l i t y  t r a n s i t i o n  p o r e  ( T s u j i m o t o  a n d  S h i m i z u ,  2 0 0 0 ;  
Z a m z a m i  a n d  K r o e m e r ,  2 0 0 1 )  o r  ( i i i )  f o r m i n g  s u p r a m o l e c u l a r  o p e n i n g s  i n  t h e  o u t e r  
m e m b r a n e  w h i c h  a r e  d i f f e r e n t  f r o m  d i s c r e t e  p r o t e i n  c h a n n e l s  ( K u w a n a  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
A n t i - a p o p t o t i c  f a m i l y  m e m b e r s  l i k e  B c l - 2  a n d  B c l - x L ,  h o l d  B a x  a n d  B a k  i n  c h e c k ,  
p o s s i b l y  f o r m i n g  h e t e r o d i m e r s ,  t h e r e b y  p r e s e r v i n g  m i t o c h o n d r i a l  i n t e g r i t y  ( B o r n e r ,  
2 0 0 3 ) .  T h e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  a n d  m u l t i m e r i s a t i o n  o f  B a x  o r  B a k  i s  i n h i b i t a b l e  b y  
B c l - 2  ( A n t o n s s o n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  M i k h a i l o v  e t  a l . ,  2 0 0 1 )  a n d  i n d u c i b l e  b y  t h e  B H 3  
d o m a i n - o n l y  p r o t e i n  B i d  ( W e i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  A n t o n s s o n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  I n  h e a l t h y  c e l l s ,  
B H 3 - o n l y  p r o t e i n s  a r e  k e p t  i n a c t i v e  ( C o r y  a n d  A d a m s ,  2 0 0 2 ) .  I n  r e s p o n s e  t o  p r o -  
a p o p t o t i c  s i g n a l s ,  t h e y  b e c o m e  t r a n s c r i p t i o n a l l y  u p - r e g u l a t e d  a n d / o r  p o s t - t r a n s l a t i o n a l l y  
m o d i f i e d  t o  g a i n  t h e i r  f u l l  a p o p t o t i c  p o t e n t i a l  ( K i r k i n  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h e  B i d  p r o t e i n  i s  
c l e a v e d  b y  c a s p a s e  8  i n  r e s p o n s e  t o  d e a t h  r e c e p t o r  a c t i v a t i o n  ( L i  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  L u o  e t  a l . ,  
1 9 9 8 ) .  C l e a v a g e  r e s u l t s  i n  e x p o s u r e  o f  t h e  B i d  B H 3  d o m a i n ,  w h i c h  i s  n o r m a l l y  b u r i e d  
w i t h i n  t h e  f u l l - l e n g t h  p r o t e i n  ( C h o u  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  M c D o n n e l l  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  T h e  c l e a v e d  
C - t e r m i n u s  c o m p l e x ,  t r u n c a t e d  B i d  ( t B i d ) ,  i s  t h e n  m y r i s t o y l a t e d  a n d  t r a n s l o c a t e d  t o  t h e  
m i t o c h o n d r i a  ( Z h a  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  B i d  s e e m s  t o  f o r m  h e t e r o - t r i m e r s  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  
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m e m b r a n e ,  w h i c h  t h e n  m a y  i n d u c e  m i t o c h o n d r i a l  B a x  o r  B a k  t o  o l i g o m e r i s e  ( W e i  e t  
a l . ,  2 0 0 0 ) ,  p r o m o t i n g  C y t  c  r e l e a s e  ( L u o  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  L i  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  C y t  c  b i n d s  t o  
a p o p t o t i c  p r o t e a s e  a c t i v a t i n g  f a c t o r -  1  ( A p a f - 1 )  t o  f o r m  t h e  a p o p t o s o m e ,  w h i c h ,  i n  t u r n  
a c t i v a t e s  c a s p a s e  9  t o  i n i t i a t e  a p o p t o s i s  ( H e n g a r t n e r ,  2 0 0 0 )  ( F i g u r e  1 . 1 1 ) .  
T h e  u l t i m a t e  b a l a n c e  b e t w e e n  t h e  e x p r e s s i o n  l e v e l s  a n d  t h e  s u b c e l l u l a r  l o c a l i s a t i o n  o f  
p r o - a n d  a n t i - a p o p t o t i c  p r o t e i n s  d e t e r m i n e s  w h e t h e r  a  c e l l  w i l l  l i v e  o r  d i e .  
D E A T H  S I G N A L S  
M I T O C H O N D R I A  
I  
B a x ,  B i d  @  
c y i o  C  
A P O P T O S I S  -  c  
W P A S E J  P R O W P A S E - 3  
F i g u r e  1 . 1 1  M i t o c h o n d r i a 1  p a t h w a y  o f  a p o p t o s i s  
A  n u m b e r  o f  s i g n a l s  c a u s e  c h a n g e s  i n  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e  p o t e n t i a l s  a n d  
m i t o c h o n d r i a l  p e r m e a b i l i t y  t r a n s i t i o n  r e s u l t i n g  i n  t h e  r e l e a s e  o f  C y t  c .  B a x  a n d  B i d  
f a c i l i t a t e  t h e  r e l e a s e  o f  C y t  c  f r o m  t h e  m i t o c h o n d r i a ,  w h e r e a s  t h e  r e l e a s e  o f  C y t  c  i s  
b l o c k e d  b y  B c l - 2  a n d  B c l - x L .  C y t  c  b i n d s  t o  A p a f - 1  a n d  r e c r u i t s  p r o c a s p a s e - 9  t o  f o r m  
a n  ' a p o p t o s o m e ' .  C a s p a s e - 9  a c t i v a t e s  e f f e c t o r  c a s p a s e s  t o  i n d u c e  a p o p t o s i s .  A d a p t e d  
f r o m  G u p t a ,  2 0 0 3 .  
1 . 7 . 4  A n t i - a p o p t o t i c  B c l - 2  m e m b e r ,  B f l - 1  
B f l - 1  w a s  o r i g i n a l l y  i d e n t i f i e d  f r o m  g r a n u l o c y t e s  m a c r o p h a g e - c o l o n y  s t i m u l a t i n g  f a c t o r  
( G M - C S F ) - i n d u c e d  i n o u s e  b o n e  m a r r o w  a s  a  n o v e l  h e m a t o p o i e t i c  s p e c i f i c  e a r l y  
r e s p o n s e  g e n e  w i t h  s e q u e n c e  s i m i l a r i t y  t o  B c l - 2  ( L i n  e t  a l . ,  1 9 9 3 )  a n d  w a s  s u b s e q u e n t l y  
c l o n e d  a n d  c h a r a c t e r i s e d  b y  C h o i  e t  a l .  ( 1 9 9 5 ) .  H u m a n  B f l - 1 / A 1  a n d  m o u s e  A 1  s h a r e  
a b o u t  7 2  %  a m i n o  a c i d  i d e n t i t y  ( C h o i  e t  n l . ,  1 9 9 5 ) .  
B f l - 1  h a s  a  s i m i l a r  c o r e  s t r u c t u r e  t o  B c l - x L  ( s e v e n  a l p h a  h e l i c e s  p r e s e n t )  a n d  c o n s i s t s  o f  
h i g h l y  c o n s e r v e d  B H I  a n d  B H 2  d o m a i n s  a n d  t h e  l i m i t e d l y  c o n s e r v e d  B H 3  a n d  B H 4  
( F i g u r e  1 . 1 0 )  b u t  d o e s  n o t ,  h o w e v e r ,  h a v e  a  w e l l - d e f i n e d  C - t e r m i n a l  t r a n s m e m b r a n e '  
d o m a i n ,  w h i c h  i s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  m o s t  B c l - 2  f a m i l y  p r o t e i n s  ( C h o i  e t  a l . ,  1 9 9 5 ;  D ' S a -  
E i p p e r  a n d  C h i n n a d u r a i ,  1 9 9 8 ;  Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  F u n c t i o n a l  d i s s e c t i o n  o f  t h e  B f l - 1  
p r o t e i n  h a s  r e v e a l e d  t h a t  ( D ' S a - E i p p e r  a n d  C h i n n a d u r a i ,  1 9 9 8 )  t h e  B H 1 ,  2  a n d  4  
d o m a i n s  a r e  e s s e n t i a l  i n  c o n f e r r i n g  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  a n d  t r a n s f o r m i n g  p r o p e r t i e s  o f  t h i s  
p r o t e i n .  T h e  f a c t  t h a t  m u t a t i o n s ,  w h i c h  a b o l i s h  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  f u n c t i o n ,  a l s o  a b o l i s h  
t h e  o n c o g e n e  c o - o p e r a t i n g  f u n c t i o n  s u g g e s t s  t h a t  b o t h  o f  t h e s e  f u n c t i o n s  a r e  l i n k e d  
( D ' S a - E i p p e r  a n d  C h i n n a d u r a i ,  1 9 9 8 ;  D ' S a - E i p p e r  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  B f l - 1 1 A 1  c a n  i n t e r a c t  
w i t h  B a x  t o  n e u t r a l i s e  i t s  l e t h a l i t y  a n d  s u p p r e s s  a p o p t o s i s  b y  i n h i b i t i n g  t h e  r e l e a s e  o f  
C y t  c  a n d  c a s p a s e - 3  a c t i v a t i o n  ( S e d l a k  e t  a l . ,  1 9 9 5 ;  Z h a n g  e t  a l ,  2 0 0 0 ;  D u r i e z  e t  a l ,  
2 0 0 0 ) .  B f l - 1  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  e x e r t  i t s  a n t i - a p o p t o t i c  a c t i v i t y  b y  i n h i b i t i n g  t h e  
c o l l a b o r a t j o n  b e t w e e n  t h e  B H 3  d o m a i n - o n l y  p r o t e i n  B i d  a n d  i t s  p r o - a p o p t o t i c  p a r t n e r s  
B a x  o r  B a k  i n  t h e  i n d u c t i o n  o f  C y t  c  r e l e a s e  ( W e r n e r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  B f l - l  d o e s  t h i s  b y  
b i n d i n g  t o  t h e  f u l l  l e n g t h  B i d  v i a  t h e  B i d  B H 3  d o m a i n .  I t  d o e s  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  
p r o t e o l y t i c  a c t i v a t i o n  o f  B i d ,  n o r  w i t h  i t s  m i t o c h o n d r i a 1  i n s e r t i o n ,  b u t  r e m a i n s  
s e l e c t i v e l y  c o m p l e x e d  t o  t B i d  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e ,  w h e r e  i t  p r e v e n t s  t h e  
a c t i v i t y  o f  a  p r o - a p o p t o t i c  c o m p l e x  ( W e r n e r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
I n  2 0 0 5 ,  C h e n  e t  a l . ,  r e p o r t e d  t h a t  B f l - I / A 1 ,  b o u n d  P U M A  a m o n g  t h e  s e n s i t i s e r  B H 3  
p e p t i d e s  a n d  B I K ,  H R K ,  a n d  N O X A  a m o n g  t h e  a c t i v a t o r  p e p t i d e s .  C e r t o  e t  a l . ,  ( 2 0 0 6 ) ,  
a l s o  s h o w e d  b y  f l u o r e s c e n c e  p o l a r i s a t i o n  b i n d i n g  a s s a y s  t h a t  B f l - 1  s e l e c t i v e l y  b i n d s  t h e  
s e n s i t i s e r ,  P U M A ,  b u t  i n  c o n t r a s t  r e p o r t e d  t h a t  B f l - l  b i n d s  o n l y  B i d  a n d  B i m  a m o n g  
t h a t  a n t i - a p o p t o t i c  a c t i v a t o r s .  
B f l - 1 ,  i s  e a r l y  r e s p o n s e  g e n e  a n d  i t s  e x p r e s s i o n  i s  r a p i d l y  a n d  t r a n s i e n t l y  i n d u c e d  b y  
i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  T N F  a n d  I L - I  ( K a r s a n  e t  a l . ,  1 9 9 6 a  a n d  b ;  P a n g ,  H e r s h m a n  
a n d  K a r s a n ,  1 9 9 7 ) ,  p h o r b o l  e s t e r  ( K a r s a n  e t  a l . ,  1 9 9 6 b ) ,  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( C h u a n g  e t  
n l . ,  
1 9 9 8 ;  H u  e t  n l . ,  1 9 9 8 ) ,  p a t h o g e n s  ( O r l o f s k y  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  G r o s s  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) ,  
v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  g r o w t h  f a c t o r  ( V E G F )  ( G e r b e r ,  D i x i t  a n d  F e r r a r a ,  1 9 9 8 ) ,  G M - C S F  
( F e l d m a n  e t  n l . ,  1 9 9 7 ) ,  g r a n u l o c y t e - c o l o n y  s t i m u l a t i n g  f a c t o r  ( G - C S F )  ( C h u a n g  e t  a l . ,  
1 9 9 8 ;  F e l d m a n  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) ,  C D 4 0  l i g a n d  ( L e e  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  K u s s  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) ,  o x i d a t i v e  
s t r e s s  ( K i m  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) ,  a n d  t h e  a n t i - c a n c e r  d r u g s  e t o p o s i d e  ( W a n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 )  a n d  
c i s p l a t i n  ( K i m  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
B f l - 1 / A 1  i s  e x p r e s s e d  a b u n d a n t l y  i n  b o n e  m a r r o w  a n d  a t  l o w  l e v e l s  i n  t h e  s p l e e n  a n d  
l u n g  a n d  i n  c a n c e r  c e l l  l i n e s  ( C h o i  e t  a l . ,  1 9 9 5 ;  P a r k  e t  a l . ,  1 9 9 7  a n d  J u n g - H a  e t  a l . ,  
1 9 9 8 ) .  E x p r e s s i o n  i s  g e n e r a l l y  c o n f i n e d  t o  i m m u n e  c e l l s  a n d  t i s s u e s ,  i n  a  p a t t e r n  s i m i l a r  
t o  t h a t  o f  N F - K B  a n d  m a n y  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  B f l - 1 / A 1  t o  b e  a  d i r e c t  t r a n s c r i p t i o n a l  
t a r g e t  o f  N F - K B  ( Z o n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  L e e  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  W a n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  G r u m o n t  e t  a l . ,  
1 9 9 9 ;  C h e n g  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  P a g l i a r i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  
U n l i k e  s o m e  o t h e r  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s ,  n o  r o l e  i n  c e l l  c y c l e  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  f o r  
B f l - 1 .  I n  f a c t ,  B f l - 1  w a s  s h o w n  s p e c i f i c a l l y  n o t  t o  h a v e  a  c e l l  c y c l e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  
w h e n  e x p r e s s e d  a s  a  t r a n s g e n e  d r i v e n  b y  t h e  l c k  d i s t a l  p r o m o t e r ,  i n  t h a t  m o r e  A l -  
e x p r e s s i n g  T  c e l l s  a c c u m u l a t e d  i n  c u l t u r e  a f t e r  a c t i v a t i o n  t h a n  B c l - Z e x p r e s s i n g  T  c e l l s  
( G o n z a l e z ,  O r l o f s k y  a n d  P r y s t o w s k y ,  2 0 0 3 ) .  I t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  i s  b e c a u s e  A 1  
r e s c u e d  T  c e l l s  f r o m  a c t i v a t i o n - i n d u c e d  c e l l  d e a t h  a n d  a l l o w e d  t h e m  t o  c y c l e ,  w h e r e a s  
B c l - 2  s a v e d  t h e  c e l l s  f r o m  a p o p t o s i s  b u t  a l s o  i n h i b i t e d  t h e i r  p r o l i f e r a t i o n .  
1 . 7 . 5  b f l - 1  i n  m a l i g n a n t  d i s e a s e  
B f l - 1  i s  e x p r e s s e d  i n  s e v e r a l  e p i t h e l i a l  a n d  h e m a t o p o i e t i c  m a l i g n a n c i e s  a n d  n u m e r o u s  
r e p o r t s  s u g g e s t  t h a t  B f l - 1  e x p r e s s i o n  m a y  b e  i m p o r t a n t  i n  c o n t r o l l i n g  r e s i s t a n c e  t o  
c h e m o t h e r a p e u t i c  r e s p o n s e s  i n  t u m o u r  c e l l s .  S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  f o u n d  t h a t  B f l - 1  
t r a n s f e c t e d  c e l l s  a r e  l e s s  s e n s i t i v e  t o  a p o p t o s i s  ( T a r t e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  Z o n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  
D ' S a - E i p p e r ,  S u b r a m a n i a n  a n d  C h i n n a d u r a i ,  1 9 9 6 ;  C a r r i o  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  S h i m  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ;  C h e n g  e t  a l ,  2 0 0 0 ) .  W a n g  e t  a l . ,  ( 1 9 9 9 ) ,  r e p o r t e d  t h a t  B f l - 1 / A 1  w a s  i n d u c e d  i n  
f i b r o s a r c o m a  c e l l s  b y  e t o p o s i d e  a n d  o v e r e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1 / A 1  i n  N F - * - d e f i c i e n t  
H T 1 0 8 0  c e l l s  s t r o n g l y  s u p p r e s s e s  e t o p o s i d e - i n d u c e d  c e l l  d e a t h .  T a r t e  e t  a l . ,  ( 2 0 0 4 ) ,  
f o u n d  t h a t  c o n s t i t u t i v e  B f l -  1  e x p r e s s i o n  r e s c u e d  m y e l o m a  c e l l s  f r o m  a p o p t o s i s  i n d u c e d  
b y  I L - 6  w i t h d r a w a l  a n d  d e x a m e t h a s o n e  ( c h e m o t h e r a p e u t i c  a g e n t ) .  B f l - l  w a s  f o u n d  t o  
b e  u p r e g u l a t e d  i n  c i s p l a t i n - r e s i s t a n t  h u m a n  b l a d d e r  c e l l  l i n e s  ( I m  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  C h e n g  
e t  a l . ,  ( 2 0 0 0 ) ,  r e p o r t e d  t h a t  N F - K B  i n h i b i t i o n  s e n s i t i s e s  A 5 4 9  l u n g  a d e n o c a r c i m o n a  c e l l s  
t o  d e a t h  b y  c h e m o t o x i n s  a n d  B f l - 1  e x p r e s s i o n  i n h i b i t s  d e a t h  o f  t h e s e  c e l l s .  E c t o p i c  
e x p r e s s i o n  o f  B c l - x  a n d  B f l - 1  i n  N F - K B  a c t i v a t i o n - d e f i c i e n t  A 5 4 9  c e l l s  w a s  s u f f i c i e n t  
f o r  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  d e a t h  f r o m  c h e m o t h e r a p y  o r  T N F .  X i a  e t  a l . ,  ( 2 0 0 6 ) ,  s h o w e d  t h a t  
i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1 1 A 1  i n  l e u k e m i a  c e l l s  u n d e r g o i n g  d i f f e r e n t i a t i o n  h a s  a n  
i m p o r t a n t  r o l e  i n  a t t e n u a t i n g  c y t o t o x i c  c h e m o t h e r a p e u t i c  a g e n t  i n d u c e d  a p o p t o s i s .  
S e v e r a l  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  b f l - 1  e x p r e s s i o n  i s  a  k e y  f a c t o r  i n  l y m p h o m a s .  I n  B  c e l l  
c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a ,  h i g h  e x p r e s s i o n  o f  b j Z - 1  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  a p o p t o s i s  
r e s i s t a n t  p h e n o t y p e  ( M o r a l e s  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  a n d  e n g a g e m e n t  o f  s u r f a c e  I g M  e l i c i t s  a  
s u r v i v a l  p r o g r a m m e  t h a t  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  u p r e g u l a t i o n  o f  B c l - 2 ,  M c l - 1  a n d  B f l - 1  a n t i -  
a p o p t o t i c  p r o t e i n s  ( B e r n a l  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  O v e r e x p r e s s i o n  o f  t h e  m u r i n e  h o m o l o g u e  o f  
B f l - 1 ,  A l ,  p r o t e c t s  m u r i n e  B  l y m p h o m a  c e l l s  f r o m  a n t i - I g M - i n d u c e d  a p o p t o s i s  
( C r a x t o n  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  A l s o ,  i n  m a n t l e  c e l l  l y m p h o m a s ,  i n h i b i t i o n  o f  c o n s t i t u t i v e l y  
a c t i v a t e d  N F - K B  p a t h w a y  l e a d s  t o  t u m o u r  c e l l  a p o p t o s i s  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  d o w n -  
r e g u l a t i o n  o f  b j Z - 1  e x p r e s s i o n  ( P h a m  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
D e s p i t e  t h e s e  s t u d i e s ,  w h i c h  h a v e  e l u c i d a t e d  a  r o l e  f o r  t h i s  g e n e  i n  o t h e r  m a l i g n a n c i e s ,  
t h e  r o l e  o f  L J J - 1  i n  H L  h a s  n o t  s o  f a r  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  
1 . 7 . 6  b c l - 2  f a m i l y  m e m b e r  e x p r e s s i o n  i n  H L  
T h e  e x p r e s s i o n  o f  b c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  i n  W R S  c e l l s  o f  
H L  ( S t e t l e r - S t e v e n s o n  e t  a l . ,  1 9 9 0 ;  H e l l  e t  a l . ,  1 9 9 5 ;  S c h l a i f e r  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  B r i n k  e t  a l . ,  
1 9 9 8 ;  M e s s i n e o  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  C h u  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  B r o u s s e t  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  K a n a v a r o s  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ;  D u k e r s  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  K a s h k a r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  R a s s i d a k i s  e t  a l . ,  2 0 0 2 a ,  b  a n d  c ;  
M o n t a l b a n  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  f i m  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  B a i  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h e  i n t e r p l a y  b e t w e e n  t h e s e  
p r o t e i n s  i s  t h o u g h t  t o  b e  i m p o r t a n t  i n  t h e  s u r v i v a l  o f  H I R S  c e l l s  i n  c H L  a n d  m a y  
i n f l u e n c e  c h e m o s e n s i t i v i t y  i n  s o m e  c a s e s .  B a i  e t  a l . ,  ( 2 0 0 6 ) ,  h y p o t h e s i s e d  t h a t  t h e  a n t i -  
a p o p t o t i c  p r o t e i n s  B c 1 2 ,  B c l - X L ,  a n d  M c l - 1  m a y  c o u n t e r a c t  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  p r o -  
a p o p t o t i c  p r o t e i n s  B a x ,  B a d ,  a n d  B i m ,  t h e r e b y  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  s u r v i v a l  o f  H / R S  
c e l l s .  T h e  i n v o l v e m e n t  o f  B c l - X L  a n d  B a x  i n  t h e  s u r v i v a l  o f  W R S  c e l l s  c a n  b e  
h i g h l i g h t e d  b y  t h e  f i n d i n g s  t h a t  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B c l - x L  r e s t o r e d  v i a b i l i t y  i n  H R S  
c e l l s  l a c k i n g  N F - K B  a c t i v i t y  ( H i n z  e t  a l . ,  2 0 0 1 )  a n d  t h a t  d e f e c t i v e  B a x  a c t i v a t i o n  i n  H L  
c e l l  l i n e s  c o n f e r s  r e s i s t a n c e  t o  s t a u r o s p o r i n e - i n d u c e d  a p o p t o s i s  ( K a s h k a r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
T h e  W R S  c e l l  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  o f  B a d ,  B i m ,  B i d ,  B c l - 2 ,  B c l - x ,  B c l - x L ,  M c l - 1 ,  B a x ,  
a n d  B a k  h a v e  a l l  b e e n  r e p o r t e d  t o  d a t e .  H o w e v e r ,  d e s p i t e  t h e  m a n y  s t u d i e s  o n  b c l - 2  
f a m i l y  m e m b e r  e x p r e s s i o n  i n  H L ,  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  s t a t u s  o f  b j 7 - I  e x p r e s s i o n  i s  
l i m i t e d  t o  a n  o b s e r v a t i o n  i n  H i n z  e t  a l . ,  ( 2 0 0 2 ) ,  t h a t  b j l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  
d o w n r e g u l a t e d  i n  a  H I R S  c e l l  l i n e  f o l l o w i n g  N F - K B  i n h i b i t i o n  b y  m i c r o a r r a y  a n a l y s i s .  
I n v e s t i g a t i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  b f l - 1  i n  p r i m a r y  t i s s u e  a n d  c u l t u r e d  W R S  c e l l s  w a s ,  
t h e r e f o r e ,  n e c e s s a r y  t o  g a i n  f u l l  i n s i g h t  i n t o  t h e  a p o p t o s i s  p r o f i l e  o f  H L .  
1 . 8  O b j e c t i v e s  o f  t h i s  s t u d y  
P r e v i o u s  w o r k  i n  o u r  l a b o r a t o r y  h a s  s h o w n  t h a t  t h e  c e l l u l a r  b f l - 1  g e n e  p l a y s  a n  
i m p o r t a n t  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  t h e  s u r v i v a l  o f  E B V - i n f e c t e d  B  c e l l s  ( D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  
a n d  i s  r e g u l a t e d  b y  E B V  v i a  t w o  d i f f e r e n t  p a t h w a y s  w i t h  r o l e s  f o r  N F - K B  ( D ' S o u z a  e t  
a l . ,  2 0 0 4 )  a n d  N o t c h  n u c l e a r  p r o t e i n s  ( P e g m a n  e t  n l . ,  2 0 0 6 ) .  E s t a b l i s h i n g  a  r o l e  f o r  b f l - 1  
i n  H L  a n d  e l u c i d a t i n g  t h e  m e c h a n i s m s  b y  w h i c h  t h i s  a n t i - a p o p t o t i c  g e n e  i s  r e g u l a t e d  b y  
s o m e  o f  t h e  m a j o r  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  o u t l i n e d  i n  t h i s  c h a p t e r ,  i s  t h e  p r i m a r y  f o c u s  o f  
t h i s  s t u d y .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  w i l l  p e r m i t  u s  t o  e s t a b l i s h  i f  b j l - 1  e x p r e s s i o n  c a n  s e r v e  a s  
a  p r o g n o s t i c  m a r k e r  f o r  H L  a n d  w i l l  a l s o  v a l i d a t e  b f l - 1  a s  a  p o t e n t i a l  t a r g e t  f o r  t h e  
d e s i g n  o f  r a t i o n a l  t h e r a p e u t i c  s t r a t e g i e s  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  H L .  
O v e r  t h e  l a s t  y e a r s  s e v e r a l  a b e r r a n t l y  e x p r e s s e d  p r o t e i n s  a n d  i n a p p r o p r i a t e l y  a c t i v a t e d  
s i g n a l i n g  p a t h w a y s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d ,  w h i c h  a r e  i m p o r t a n t  f o r  H I R S  c e l l  p h e n o t y p e ,  
s u r v i v a l  a n d  p r o l i f e r a t i o n .  C o n s t i t u t i v e  N F - K B  s i g n a l i n g  i s  a  u n i v e r s a l  h a l l m a r k  o f  H L  
a n d  p r o l i f e r a t i v e  a n d  a n t i - a p o p t o t i c  r o l e s .  T h e  b j Z - 1  g e n e  i s  a  r e c o g n i s e d  d i r e c t  
t r a n s c r i p t i o n a l  t a r g e t  o f  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  N F - r c B  a n d  h a s  b e e n  l i n k e d  t o  a p o p t o s i s -  
r e s i s t a n t  p h e n o t y p e  i n  s e v e r a l  m a l i g n a n c i e s  a s  h i g h l i g h t e d  i n  S e c t i o n  1 . 7 . 5 .  E x p r e s s i o n  
o f  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  i n  H L  h a s  b e e n  t h e  f o c u s  o f  r i g o r o u s  s t u d y  i n  t h e  p a s t  b u t  t o  
d a t e  n o  s t u d y  o f  t h e  e x p r e s s i o n  o r  r o l e  o f  B f l - 1  i n  H L  h a s  b e e n  c a i r i e d  o u t .  A s  d i s c u s s e d  
i n  S e c t i o n  1 . 3 ,  H L  h a s  b e c o m e  a  h i g h l y  c u r a b l e  d i s e a s e  t h a n k s  t o  a d v a n c e s  i n  
p o l y c h e m o t h e r a p y  r e g i m e n s  i n  r e c e n t  y e a r s  b u t  l o n g - t e r m  t o x i c  e f f e c t s  i n  o f t e n - y o u n g  
p a t i e n t s  i s  a  m a j o r  c o n c e r n  a n d  c a n  f r e q u e n t l y  b e  f a t a l .  T a r g e t i n g  d e r e g u l a t e d  g e n e s  t h a t  
m e d i a t e  a p o p t o t i c  r e s i s t a n c e  i n  W R S  c e l l s  i n  t a n d e m  w i t h  l o w - d o s e  p o l y c h e m o t h e r a p y  
i s  n o w  t h e  t h e r a p e u t i c  c h a l l e n g e  a n d  h o l d s  s i g n i f i c a n t  f u t u r e  p r o m i s e  f o r  d i s e a s e  
m a n a g e m e n t  w i t h  r e d u c t i o n  i n  a d v e r s e  t r e a t m e n t  s e q u e l a e .  
M e c h a n i s t i c  s t u d i e s  o f  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  b f l - 1  t o  H / R S  c e l l  s u r v i v a l  w i l l  p r o v i d e  
i m p o r t a n t  i n f o r m a t i o n  a b o u t  p o t e n t i a l  r o u t e s  t o  t h i s  B  c e l l  m a l i g n a n c y .  T h e  m a i n  
o b j e c t i v e s  o f  t h e  c u r r e n t  s t u d y  w e r e  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e x p r e s s i o n ,  r o l e  a n d  m o l e c u l a r  
b a s i s  o f  D j l - 1  r e g u l a t i o n  i n  H R S  c e l l s  o f  H L .  
T h e  a b s e n c e  o f  a  g o o d  q u a l i t y  a n t i b o d y  f o r  B f l - 1  p r o t e i n  d e t e c t i o n  h a s  b e e n  a  l i m i t a t i o n  
i n  i n v e s t i g a t i n g  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  t h i s  p r o t e i n  t o  v a r i o u s  m a l i g n a n c i e s  f o r  m a n y  y e a r s  
n o w .  T h e  g e n e r a t i o n  o f  a n t i - B f l - 1  a n t i b o d y  p r e p a r a t i o n s  u s i n g  o v e r e x p r e s s e d  a n d  
p u r i f i e d  r e c o m b i n a n t  B f l - 1  p r o t e i n  a s  a n t i g e n  f o r  r a b b i t  i m m u n i s a t i o n  w a s  a l s o  a n  a i m  
o f  t h i s  s t u d y  t o  o v e r c o m e  t h e  d i f f i c u l t y  o f  h a v i n g  n o  s u c h  r e a g e n t  a v a i l a b l e .  
I n  s u m m a r y ,  t h e  f o l l o w i n g  c o n c l u s i o n s  m a y  b e  d r a w n  f r o m  t h e  e x p e r i m e n t s  b e l o w :  
B j l - 2  i s  e x p r e s s e d  i n  H o d g l u n ' s  l y m p h o m a  t i s s u e  a n d  c u l t u r e d  W R S  c e l l s ;  
T h e s e  r e s u l t s  s h o w  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  B j l - 1  m R N A  i s  e x p r e s s e d  i n  H I R S  a n d  
r e a c t i v e  c e l l s  o f  t u m o u r  t i s s u e  f r o m  HL p a t i e n t s ,  i r r e s p e c t i v e  o f  E B V  s t a t u s ,  
w i t h  h i g h  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o b s e r v e d  i n  a l l  c a s e s  o f  E B V + / -  HL p r i m a r y  
c a s e s  t e s t e d .  
H i g h - l e v e l  6 3 - 2  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  o b s e r v e d  i n  c u l t u r e d  W R S  c e l l  l i n e s  
r e l a t i v e  t o  B L  t y p e  I  c e l l s .  
T h e  n o v e l  b f l - 1  s p l i c e  v a r i a n t  d e s i g n a t e d  b f l - I S ,  w a s  n o t  e x p r e s s e d  i n  H R S  o r  
r e a c t i v e  c e l l s  o f  H L  t u m o u r  t i s s u e ,  c u l t u r e d  H / R S  c e l l s ,  t o n s i l l a r  g e r m i n a l  c e n t e r  
B  c e l l s ,  B u r k i t t ' s  l y m p h o m a  o r  l y m p h o b l a s t o i d  c e l l  l i n e s .  
P r e v i o u s l y  u n r e p o r t e d  m R N A  l e v e l s  o f  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s ,  b c l - w  a n d  b i k  
w e r e  o b s e r v e d  i n  c u l t u r e d  W R S  c e l l s  b y  R P A .  
B 3 - 1  i s  a  k e y  N F - K B  t a r g e t  g e n e  i n  W R S  c e l l s  
I n h i b i t i o n  o f  N F - K B  b y  s o d i u m  a r s e n i t e  o r  B a y 1  1  c h e m i c a l  i n h i b i t o r s  r e s u l t e d  i n  
a p o p t o s i s  o f  W R S  c e l l s .  
A p o p t o s i s ,  a s s o c i a t e d  w i t h  N F - K B  i n h i b i t i o n ,  w a s  c o i n c i d e n t  w i t h  a  s i g n i f i c a n t  
d e c l i n e  i n  6 9 - 2  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s .  
T h e  p R T S - 1 - H A - 6 3 - 1  v e c t o r ,  c o n s t r u c t e d  i n  t h i s  s t u d y  w a s  v a l i d a t e d  f o r  
c a p a b i l i t y  t o  i n d u c i b l y  e x p r e s s  B f l - 1  p r o t e i n  f u s e d  t o  t h e  h e m a g g l u t i n i n  t a g  i n  
D G 7 5  c e l l s .  
S t a b l e  c e l l  c l o n e s  o f  W R S - d e r i v e d  c e l l  l i n e ,  L 4 2 8 ,  w e r e  g e n e r a t e d  b y  
t r a n s f e c t i o n  o f  p R T S - I - H A - 6 9 - 2  f o r  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1 .  
E c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  h a d  n o  e f f e c t  o n  p r o l i f e r a t i o n  o f  L 4 2 8  c e l l s  u n d e r  
n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .  
I t  i s  s h o w n  i n  t h i s  s t u d y  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  
p r o t e c t e d  W R S  c e l l s  f r o m  a p o p t o s i s  i n d u c e d  b y  N F - K B  i n h i b i t i o n .  
C e l l s  i n d u c e d  t o  e x p r e s s  B f l - 1  f r o m  p R T S - 1 - H A - 6 3 - 2  p r o l i f e r a t e d  t o  a  g r e a t e r  
e x t e n t  t h a n  n o n - i n d u c e d  c e l l s  d u r i n g  s e r u m  d e p r i v a t i o n .  
B f l - 1  d o w n r e g u l a t i o n  b y  R N A i  
D o w n r e g u l a t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  i n  W R S - d e r i v e d  c e l l  l i n e ,  U 2 8 ,  b y  9 0  %  w a s  
a c h i e v e d  b y  n u c l e o f e c t i o n  o f  s i R N A .  
K n o c k d o w n  o f  b f l - 1  m R N A  d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e  t h e  a p o p t o t i c  t h r e s h o l d  
o f  L 4 2 8  c e l l s  d u r i n g  s e r u m  d e p r i v a t i o n .  
T h e  n o v e l  f i n d i n g  t h a t  d o w n r e g u l a t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  s e n s i t i s e s  
L 4 2 8  c e l l s  t o  a p o p t o s i s  i n d u c e d  b y  s o d i u m  a r s e n i t e  a n d  B a y 1  1 ,  p o t e n t i a t i n g  t h e  
e f f e c t  o f  t h e s e  c h e r n o t o x i c  N F - K B  i n h i b i t o r s  i s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  s t u d y .  
R e g u l a t i o n  o f  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  i n  H L  
T h e  b f l - I  p r o m o t e r  i s  r e g u l a t e d  b y  N F - K B  i n  W R S - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  o f  E B V  
n e g a t i v e  ( L 4 2 8 )  a n d  p o s i t i v e  ( L 5 9 1 )  s t a t u s .  
I n h i b i t i o n  o f  N F - K B  i n  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l  l i n e s  b y  i n h i b i t o r y - g e n e  t r a n s f e r  
b l o c k s  N F - K B  a c t i v a t i o n  o f  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r .  
N F - K B  t r a n s - a c t i v a t e s  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  i n  t h e  E B V - n e g a t i v e  H L - d e r i v e d  c e l l  
l i n e  L 4 2 8 ,  a n d  a n  N F - K B - l i k e  b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 5 2  t o  - 4 2  r e l a t i v e  t o  t h e  
t r a n s c r i p t i o n  s t a r t  s i t e  i s  e s s e n t i a l  f o r  t h i s  e f f e c t .  
N o t c h  1  a n d  2  r e c e p t o r s  a r e  a b u n d a n t l y  e x p r e s s e d  i n  c u l t u r e d  H / R S  c e l l s  a n d  
N o t c h  l i g a n d ,  J a g g e d l ,  i s  e x p r e s s e d  i n  t h e  E B V - p o s i t i v e  c e l l  l i n e ,  L 5 9  1 .  
P r e s e n t a t i o n  o f  N o t c h  l i g a n d  J a g g e d l  l e a d s  t o  i n c r e a s e d  p r o l i f e r a t i o n  o f  c u l t u r e d  
H / R S  c e l l s .  
T h e  r e q u i r e m e n t  o f  t h e  p u t a t i v e  C B F l  s i t e  ( a t  p o s i t i o n  - 2 4 3  t o  - 2 4 9 )  o n  t h e  b f l -  
I  p r o m o t e r  w a s  n o t  e s s e n t i a l  f o r  c o n f e r r i n g  r e s p o n s i v e n e s s  o n  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  
i n  t h i s  c e l l  c o n t e x t ;  t h e  b f l - 1  g e n e  i s  n o t  a  d o w n s t r e a m  t a r g e t  f o r  t r a n s c r i p t i o n a l  
a c t i v a t i o n  b y  N o t c h  s i g n a l i n g  i n  t h l s  c e l l  m i l i e u .  
E x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  B f l - 1  u s i n g  a  n o v e l  m o d i f i e d  v e c t o r  a n d  
g e n e r a t i o n  o f  a n t i - B f l -  1  s e r u m .  
A  n o v e l  v e c t o r ,  p G S L i n k ,  w a s  d e s i g n e d  a n d  c o n s t r u c t e d  t o  p e r m i t  h i g h - l e v e l  
e x p r e s s i o n  o f  a  p r o t e i n  l i n k e d  a t  t h e  N -  o r  C - t e r m i n a l  t o  a  H i s - t a g  b y  a  f l e x i b l e  
l i n k e r  ( p u b l i s h e d  i n  A n a l y t i c a l  B i o c h e m i s t r y ;  L o u g h r a n  e t  n l . ,  2 0 0 6 ) .  
T h e  b f l - 1  c o d i n g  f r a g m e n t  w a s  c l o n e d  i n t o  t h i s  v e c t o r  t o  p r o d u c e  t h e  f u s i o n  
c o n s t r u c t s ;  p G S L i n k - N - B f l - 1  a n d  p G S L i n k - C - B f l - 1 ,  f r o m  w h i c h  t h e  H i s - L i n k e r -  
B f l -  1  a n d  B f l -  1 - L i n k e r - H i s  f u s i o n  p r o t e i n s  w e r e  o v e r e x p r e s s e d  a n d  p u r i f i e d  
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u s i n g  I M A C .  P u r i f i e d  r e c o m b i n a n t  B f l - 1  w a s  u s e d  t o  i m m u n i s e  a  r a b b i t  f o r  t h e  
g e n e r a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  B f l - 1 .  
U l t i m a t e l y ,  i t  i s  h o p e d  t h a t  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  w i l l  e n a b l e  b e t t e r  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  
m o l e c u l a r  p a t h w a y s  o f  a p o p t o s i s  a n d  o f  t h e  d e f e c t s  i n  s u c h  p a t h w a y s  t h a t  H L  c a n c e r  
c e l l s  e x h i b i t  a n d  t h e r e f o r e  l e a d  t o  e f f i c i e n t  a n d  s p e c i f i c  a n t i - c a n c e r  t h e r a p i e s .  
C H A P T E R  2  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  
2 . 1  B i o l o g i c a l  M a t e r i a l s  
2 . 1 . 1  C e l l  l i n e s  
T a b l e  2 - 1  C e l l  l i n e s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  
D a u d i  
C e l l  L i n e s  E B V  C e l l  D e s c r i p t i o n  
S t a t u s  C l a s s i f i c a t i o n  
A G 8 7 6  +  T y p e I l l  B L  T y p e  I 1 1  B L  e x p r e s s i n g  a l l  o f  t h e  E B V  l a t e n t  
g e n e s .  
B L 4 1  E B V  n e g a t i v e  E B V  n e g a t i v e  B L  c e l l  l i n e  ( C a l e n d e r  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  
B L  T y p e  I  
B L 4 1  B 9 5 - 8  +  E B V  p o s i t i v e  B L  B L 4 1  c e l l  l i n e  s t a b l y  t r a n s f o r m e d  w i t h  t h e  E B V  
t y p e  111 
s t r a i n  B 9 5 . 8  e x p r e s s i n g  a l l  t h e  E B V  l a t e n t  g e n e s  
( C a l e n d e r  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  
+  T y p e I B L  
B L 7 4  i s  a  g r o u p  I  B L  c e l l  l i n e  e s t a b l i s h e d  f r o m  a n  
E B V - p o s i t i v e  t u m o u r  b i o p s y  ( L e n o i r ,  V u i l l a u m e  
a n d  B o n n a r d e l ,  1 9 8 5 ) .  
+  
E B V  p o s i t i v e  B L  
D a u d i ,  d e s c r i b e d  b y  K l e i n  e t  a l . ,  1 9 6 8 ,  i s  d e l e t e d  
T y p e  111 f o r  E B N A - 2  a n d  d o e s  n o t  e x p r e s s  L M P 1 ,  
e x p r e s s e s  o n l y  E B N A l  a n d  L M P 2 A .  T h e  E B  
v i r u s  g e n o m e  i n  D a u d i  c e l l s  h a s  a  d e l e t i o n  s i m i l a r  
t o  t h a t  o b s e r v e d  i n  a  n o n - t r a n s f o r m i n g  s t r a i n  
( P 3 H R - 1 )  o f  t h e  v i r u s  ( J o n e s  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  
E B V  n e g a t i v e  L y m p h o i d  B  c e l l  l i n e  d e r i v e d  f r o m  a n  I s r a e l i  
B L  B u r k i t t ' s - l i k e  l y m p h o m a  c a s e  ( B e n - B a s s a t  e t  a l . ,  
1 9 7 7 ) .  
-  H A - t a g g e d  b f l - 1  D G 7 5  c e l l  l i n e  s t a b l y  t r a n s f e c t e d  w i t h  p R T S - I -  
e x p r e s s i n g  c e l l  H A - b f l - 1 ,  c a p a b l e  o f  e x p r e s s i n g  h e m a g g l u t i n i n  
l i n e  ( H A ) - t a g g e d  B F L -  1  p r o t e i n  u n d e r  t e t r a c y c l i n e  
c o n t r o l  ( T h i s  s t u d y ) .  
-  J a g g e d 1  H e L a - d e r i v e d  c e l l  l i n e  e x p r e s s i n g  J a g g e d 1  u n d e r  
p r e s e n t i n g  H e L a  t e t r a c y c l i n e  c o n t r o l  ( B a s h  e t  a l . ,  1 9 9 9 )  
d e r i v e d  c e l l  l i n e .  
+  L C L  
I A R C  1 7 1  
I A R C  1 7 1  i s  a  s p o n t a n e o u s l y  t r a n s f o r m e d  L C L  
f r o m  t h e  s a m e  p a t i e n t  f r o m  w h o m  t h e  B L 4 1  c e l l  
l i n e  w a s  d e r i v e d  ( A n d e r s s o n  e t  n l . ,  1 9 9 1 ) .  
J u r k a t  T  
K M H 2  E B V  
M u t u  I  
M u t u  I 1 1  
T  c e l l  
I A R C  2 9 0 B  +  L C L  A  s p o n t a n e o u s l y  t r a n s f o r m e d  L C L  f r o m  t h e  s a m e  
p a t i e n t  f r o m  w h o m  t h e  B L 7 4  c e l l  l i n e  w a s  d e r i v e d  
( N i l s s o n  a n d  P o n t e n ,  1 9 7 5 ) .  
A c u t e  T - l y m p h o c y t i c  l e u k e m i c  c e l l  l i n e  
( B r a t t s a n d  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  
E B V  n e g a t i v e  E s t a b l i s h e d  f r o m  t h e  p l e u r a l  e f f u s i o n  o f  a  3 7 -  
H L  y e a r - o l d  m a n  w i t h  H o d g k i n  l y m p h o m a  ( m i x e d  
c e l l u l a r i t y  p r o g r e s s i n g  t o  l y m p h o c y t e  d e p l e t i o n ;  
s t a g e  I V  a t  r e l a p s e )  i n  1 9 7 4  ( K a m e s a k i  e t  a l . ,  
1 9 8 6 ) .  
+  E B V  p o s i t i v e H L  T h e  p a r e n t a l  E B V - n e g a t i v e  K M H 2  c e l l s  w e r e  
i n f e c t e d  w i t h  r e c o m b i n a n t  E B V  t o  p r o d u c e  a n  
E B V - p o s i t i v e  c l o n e  ( B a u m f o r t h  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
E B V  n e g a t i v e  E s t a b l i s h e d  f r o m  t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  a  3 4 -  
H L  y e a r - o l d  m a n  w i t h  H L  ( m i x e d  c e l l u l a r i t y ,  s t a g e  
I V ,  r e f r a c t o r y ,  t e r m i n a l ,  t h i r d  r e l a p s e )  i n  1 9 9 4  
( W o l f  e r  a l . ,  1 9 9 6 ) .  
E B V  n e g a t i v e  E s t a b l i s h e d  f r o m  t h e  p l e u r a l  e f f u s i o n  o f  a  3 7 -  
H L  y e a r - o l d  w o m a n  w i t h  H L  ( s t a g e  I V B ,  n o d u l a r  
s c l e r o s i s ,  r e f r a c t o r y ,  t e r m i n a l )  i n  1 9 7 8  ( S c h a a d t  e r  
a l . ,  1 9 7 9 ) .  
E B V  n e g a t i v e  L 4 2 8  c e l l  l i n e  s t a b l y  t r a n s f e c t e d  w i t h  p R T S - 1 -  
H L  H A - b f l - ,  c a p a b l e  o f  e x p r e s s i n g  H A - t a g g e d  B F L -  I  
p r o t e i n  u n d e r  t e t r a c y c l i n e  c o n t r o l  ( T h i s  s t u d y ) .  
+  
E B V  p o s i t i v e  H L  
E B V  p o s i t i v e  c e l l  l i n e  e s t a b l i s h e d  f r o m  p l e u r a l  
e f f u s i o n  o f  a  f e m a l e  p a t i e n t  w i t h  n o d u l a r  s c l e r o s i s  
H L  ( D i e h l  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  
E B V  n e g a t i v e  T h e  p a r e n t a l  E B V - p o s i t i v e  L 5 9 1  c e l l s  w e r e  
H L  s e r i a l l y  d i l u t e d  t o  g e n e r a t e  a n  E B V - n e g a t i v e  
c l o n e  ( B a u m f o r t h  e t  a l . .  2 0 0 5 ) .  
+  E B V  p o s i t i v e  E B V  p o s i t i v e  e a r l y  p a s s a g e  B L  c e l l  l i n e  
T y p e 1  B L  
e x p r e s s i n g  E B N A l  a s  t h e  s o l e  v i r a l  l a t e n t  g e n e  
( G r e g o r y  e t  a l . .  1 9 9 0 )  
+  E B V  p o s i t i v e  E B V  p o s i t i v e  M U T U  I  c l o n e ,  w h i c h  h a s  d r i f t e d  t o  
T y p e  I I I  B L  
e x p r e s s  f u l l  c o m p l e m e n t  o f  E B V  l a t e n t  g e n e s ,  b u t  
n o  l o n g e r  e x p r e s s e s  L M P - 1  ( G r e g o r y  e t  a l . ,  
1 9 9 0 ) .  
O K U  B L  +  T y p e 1  O K U  B L  i s  a  g r o u p  I  B L  c e l l  l i n e  e x p r e s s i n g  o n l y  
E B N A 1  ( K e l l y ,  B e l l  a n d  R i c k i n s o n ,  2 0 0 2 ) .  
X 5 0 - 7  +  L C L  A  s p o n t a n e o u s l y  t r a n s f o r m e d  L C L  ( W i l s o n  a n d  
M i l l e r ,  1 9 7 9 ) .  
A l l  H L  c e l l  l i n e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  D r .  P a u l  M u r r a y ,  U n i v e r s i t y  o f  B i r m i n g h a m ,  
E n g l a n d .  A l l  B L ,  L C L s  a n d  J u r k a t  c e l l  l i n e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  P r o f e s s o r  M a r t i n  
R o w e ,  U n i v e r s i t y  o f  W a l e s ,  C a r d i f f ,  W a l e s .  H t T A - j a g 1 0  c e l l  l i n e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  D r .  
C e l i n e  G e l i n a s ,  U n i v e r s i t y  o f  M e d i c i n e  a n d  D e n t i s t r y  o f  N e w  J e r s e y ,  U . S . A .  
2 . 1 . 2  A n t i b o d i e s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  
T a b l e  2 - 2  A n t i b o d i e s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  
A n t i b o d y  N a m e  D e s c r i p t i o n  S u p p l i e r  
R a b b i t  a n t i - B f l - 1  A n t i - B f l - 1  R a b b i t  p o l y c I o n a 1  a n t i - s e r a  d i r e c t e d  T h i s  s t u d y .  
S L  a g a i n s t  H i s - B f l - 1  a n t i g e n .  
M o u s e  A n t i - D I G  
A n t i -  A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t h a t  S i g m a - A l d r i c h .  
d i g o x i g e n i n  r e c o g n i s e s  d i g o x i g e n i n ;  s m a l l  
C l o n e  D l - 2 2  o r g a n i c  m o l e c u l e  r a t h e r  t h a n  a m i n o  
a c i d s .  
H o r s e  B i o t i n y l a t e d  B i o t i n y l a t e d  B i o t i n y l a t e d  a n t i b o d y ,  m a d e  i n  V e c t o r  L a b o r a t o r i e s .  
u n i v e r s a l  s e c o n d a r y  u n i v e r s a l  h o r s e ,  w h i c h  r e c o g n i s e s  r a b b i t ,  
s e c o n d a r y  m o u s e  a n d  g o a t  I g G .  
M o u s e  A n t i - P - a c t i n  
R a t  A n t i - H A - H R P  
R a t  A n t i - J a g g e d  1  
R a t  A n t i - N o t c h l  
R a t  A n t i - N o t c h 2  
R a b b i t  a n t i - r a t  
b i o t i n y l a t e d  
A n t i - P - a c t i n  A n  I g G  p u r i f i e d  m o n o c l o n a l  t h a t  S i g m a - A l d r i c h .  
A C - 1 5  
r e c o g n i s e s  a n  N - t e r m i n a l  p e p t i d e  o f  
a c t i n  p r o t e i n .  
A n t i - H A -  H R P - c o n j u g a t e d  r a t  m o n o c l o n a l  R o c h e .  
p e r o x i d a s e  a n t i b o d y  t h a t  r e c o g n i s e s  t h e  H A  
h i g h  a f f i n i t y  p e p t i d e  s e q u e n c e  ( Y P Y D V P D Y A )  
d e r i v e d  f r o m  t h e  i n f l u e n z a  H A  
p r o t e i n .  
A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t h a t  i s  D e v e l o p m e n t a l  S t u d i e s  
s p e c i f i c  f o r  t h e  i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n  
H y b r i d o m a  
o f  h u m a n  J a g g e d 1  .  
( D S H B ) ,  U S A  
b T A N 2 0  A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t h a t  i s  D S H B .  
s p e c i f i c  f o r  t h e  i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n  
o f  h u m a n  N o t c h  1 .  
A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t h a t  i s  D S H B .  
s p e c i f i c  f o r  t h e  i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n  
o f  h u m a n  N o t c h 2 .  
A  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  t h a t  r e a c t s  D A K O .  
b i o t i n y l a t e d  
w i t h  r a t - I g G  a n d  i s  B i o t i n y l a t e d .  
B a n k  
M o u s e  a n t i - H i s - H R P  A n t i - H i s -  
H R P  
M o u s e  a n t i - L M P  1  
G o a t  a n t i - m W s t  I g G ,  A n t i - m o u s e  A  g o a t  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y  t h a t  P r o m e g a .  
A 1 k a l i n c ~ w p ~ l ~  I g G ,  A P  r e a c t s  w i t h  m o u s e  I g G ,  a n d  i s  
C A P )  C m j u d a i t  c o n j u g a t e  c o n j u g a t e d  t o  A P .  
M o u w  a n t i - E B N A 2  P E 2  A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t h a t  r e a c t s  P r o f e s s o r  M a r t i n  
w i t h  t h e  l a t e n t  g e n e  p r o d u c t  R o w e ,  U n i v e r s i t y  o f  
E B N A 2 .  C a r d i f f ,  W a l e s .  
A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t h a t  r e a c t s  S i g m a - A l d r i c h .  
w i t h  p o l y H i s t i d i n e  r e s i d u e s ,  a n d  i s  
c o n j u g a t e d  t o  h o r s e r a d i s h  
p e r o x i d a s e .  
A n  a f f i n i t y  p u r i f i e d  m o n o c l o n a l  P r o f e s s o r  M a r t i n  
a n t i b o d y  t h a t  r e a c t s  w i t h  E B V -  R o w e ,  U n i v e r s i t y  o f  
e n c o d e d  l a t e n t  g e n e  p r o d u c t  L M P 1 .  
C a r d i f f ,  W a l e s .  
2 . 1 . 3  B a c t e r i a l  s t r a i n s  
T a b l e  2 - 3  B a c t e r i a l  S t r a i n s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  
B a c t e r i a l  S t r a i n  G e n o t y p e  
E .  c o l i  J M 1 0 9  
e 1 4 4 r n c r A - ) ,  r e c A  I ,  e n d A  1 ,  g y r A 9 6 ,  t h i - I ,  h s d R  1 7 ( r ~ - m i ) ,  s u p E 4 4 ,  
r e l A l ,  h - ,  A  ( l a c - p r o A B ) ,  [ F 1 t r a D 3 6 ,  p r o A B ,  l a c I q Z A  M 1 5 1 .  
E .  c o l i  M I 5  [ p R E P 4 ]  
E .  c o l i  R o s e t t a B l u e  
E .  c o l i  X L 1 0 - G o l d  
e r t d A l ,  h s d ~ 1 7 ( r ~ , ; , m ~ ~ ~ + ) .  s u p E 4 4 ,  t h i - I ,  r e c A  1 ,  g y r A 9 6 ,  r e l A l ,  l a c [ F '  
p r o A + B +  l a c P Z A M 1 5  : : ~ n l ~ ( t e t ~ ) ]  p R A R E ( a r g U ,  a r g W ,  i l e X ,  g l y T ,  
l e u W ,  p r o L )  ( c m R ) .  
T e t R ,  A ( p ~ p A ) 1 8 3 A ( m c r C B - h s d S M R - m r r ) l 7 3 ,  e n d A l ,  s u p E 4 4 ,  t h i - I ,  
r e c A l ,  g y r A 9 6 ,  r e l A l ,  l a c  H t e [ F '  p r o A B  l a c P Z A M 1 5  T n l O ( t e t R )  A m y  
c a m R ] .  
2 . 1 . 4  B i o i n f o r m a t i c s  s o f t w a r e  
A  n u m b e r  o f  w e b - b a s e d  b i o i n f o r m a t i c s  t o o l s  l i s t e d  i n  T a b l e  2 - 4  w e r e  u s e d  r o u t i n e l y  i n  
t h i s  s t u d y .  
T a b l e  2 - 4  W e b - b a s e d  b i o i n f o r m a t i c s  t o o l s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  
T o o l  S o u r c e  U s e  
7  
B L A S T  h n p : / / w w w . n c b i . n l r n . n i h h g o v I  C o m p a r i s o n  o f  n u c l e o t i d e  o r  p r o t e i a  
B L A S T  
s e q u e n c e s  1 0  t i e q u e f i c c  d a t a b a s e s  a n d  
s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a ~ c e  o f  m a t c h e s  
c a l c u i ~ c d .  
h 1 t p : l / w w w . e ~ ~ ~ u ~ c I u s t a 1 ~ /  S c q u e n c e  a l i g n m e n t .  
h ~ @ ; l l b i o i n f m a t i c s . o r % J a M  C o n v e r s i o n  o f  n u c l e a t i d e  %pmces t o  
B W l  l K ? / i r i ~ . h t m l  
h s l a  a n d  o t h c r  P m m t s .  
h l l p : I ~ o o l s . n I . c o m ~ B B c u t t e  
I d e n l i f i c a t i o n  o f  m s t r i c t i o n  e n z y m e s  s i t e s  
r Z l i n & x q h p  a l o n g  a  D N A  s e q u e n c e .  
h n p : l / w w w . p r e m i e h i o s o R c o  
P r i m e r  a n a l y s i s  s o f t w a r e  f o r  p r e d i c t i o n  of 
M a t p r i m c r h & ~ 4 a u n c h l n e t p r  
p r i m e r  p r o p f l i e s  s u c h  a s  T m .  G C  c o n t e n t .  
I a u n E h .  h t m l  l i k e l i h d  o f  f a r m i n g  p r i m e r -  
d i m c r s l h a i r p i n a  
h u p J h i s b r r t . b i o l o ~ . u d b r t a .  P l a a m i d  d r a w  p m g r a m m e .  
c a / P l a ~ M a p p r ~ s p / f o n n a i a t j s p  
h ~ t p ~ l ~ w w w . e x p a s y . o r g l t w l d p  
P r a d i e J o n  o f  p r o t e i n  p r a m e l e m  s u c h  a s  
m p a m . h t m t  m o l e ~ u i a r  w e i g h t  a n d  e x t i n c t i o n  
c o e P F i c i e n  t s .  
n a b t m l  
s e q u e n c e  t o  a  p r o t e i n  s e q u e n c e .  
2 . 1 . 5  P l a s m i d s  
T a b l e  2 - 5  E x p r e s s i o n  a n d  r e p o r t e r  c o n s t r u c t s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  
.- 
P l a s m i d  S o u r c e  D e s c r i p t i o n  
p S G 5  L i n d s e y  S p e n d e r ,  L u d w i g  p S G 5 - E B N A 2  e x p r e s s e s  t h e  w i l d  
I n s t i t u t e  f o r  C a n c e r  R e s e a r c h ,  
t y p e  B 9 5 . 8  E B N A 2  g e n e  t h a t  h a s  
I m p e r i a l  C o l l e g e  S c h o o l  o f  
b e e n  c l o n e d  i n t o  p S G 5  ( S t r a t a g e n e ) .  
M e d i c i n e ,  L o n d o n .  
P r o m e g a .  
T h i s  s t u d y .  
T h i s  p l a s m i d  s e r v e s  a s  a  s t a n d a r d  
c l o n i n g  v e c t o r  a n d  a s  a  t e m p l a t e  f o r  
i n  v i t r o  t r a n s c r i p t i o n  w i t h  S P 6  a n d  
T 7  R N A  p o l y m e r a s e  p r o m o t e r s  
f l a n k i n g  a  r e g i o n  o f  m u l t i p l e  
c l o n i n g  s i t e s .  
p G E M - b j l - 1 - R P  i s  c a p a b l e  o f  i n  
v i t r o  t r a n s c r i p t i o n  o f  s e n s e  a n d  
a n t i s e n s e  r i b o p r o b e s  t o  b j l - 1 .  
D r .  G .  C h i n n a d u r a i ,  S a i n t  E x p r e s s e s  B f l - 1  p r o t e i n  t a g g e d  t o  
L o u i s  U n i v e r s i t y  S c h o o l  o f  t h e  i n f l u e n z a  v i r u s  H A  e p i t o p e  
M e d i c i n e ,  M i s s o u r i ,  U . S . A .  
( D ' S a  E i p p e r  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  
P r o f e s s o r  K e n j i  T a n i g a k i ,  p E F B O S n e o - R 2 1 8 H  e x p r e s s e s  a  
D e p a r t m e n t  o f  M e d i c a l  m u t a n t  R B P - J d C B F 1  w h e r e  a n  
C h e m i s t r y ,  K y o t o  U n i v e r s i t y ,  a r g i n i n e  r e s i d u e  a t  p o s i t i o n  2 1 8  h a s  
K y o t o ,  J a p a n .  b e e n  r e p l a c e d  w i t h  a  h i s t i d i n e  
r e s i d u e  ( C h u n g  e t  a l . ,  1 9 9 4 )  c l o n e d  
i n t o  t h e  e m p t y  v e c t o r  p E F B O S n e o  
( K a t o  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  
P r o f e s s o r  D r .  m e d .  G e o r g  W .  
N o v e l  t e t r a c y c l i n e - i n d u c i b l e  v e c t o r  
B o r n k a m m ,  G S F - R e s e a r c h  c a r r y i n g  a l l  t h e  e l e m e n t s  f o r  
C e n t r e  f o r  E n v i r o n m e n t  a n d  c o n d i t i o n a l  g e n e  e x p r e s s i o n  
H e a l t h ,  I n s t i t u t e  o f  C l i n i c a l  
i n c l u d i n g  t h e  g e n e  o f  i n t e r e s t  o n  o n e  
M o l e c u l a r  B i o l o g y  a n d  E B V - d e r i v e d  e p i s o m a l l y  r e p l i c a t i n g  
T u m o u r  G e n e t i c s ,  M u n i c h ,  p l a s m i d  ( B o r n k a m m  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
p C M V - L a c Z  
T h i s  s t u d y .  
G e n e r a t e d  b y  i n s e r t i o n  o f .  H A - b J - 1  
O R F  i n t o  p R T S - 1 ,  c a p a b l e  o f  
c o n d i t i o n a l  e x p r e s s i o n  o f  H A -  
t a g g e d  B f l - 1  p r o t e i n .  
P r o f e s s o r  M a r t i n  R o w e ,  p S G 5 - L M P 1  e x p r e s s e s  w i l d  t y p e  
U n i v e r s i t y  o f  W a l e s ,  C o l l e g e  B 9 5 . 8  L M P 1 ,  w h i c h  h a s  b e e n  
o f  M e d i c i n e ,  C a r d i f f ,  U K .  c l o n e d  i n  f r o n t  o f  t h e  S V 4 0  
p r o m o t e r ,  c o n t a i n e d  i n  p S G 5  
( S t r a t a g e n e ) .  p S G 5  L M P  I  
e x p r e s s e s  L M P l  w i t h  a m i n o  a c i d s  
p r o l i n e  2 0 4 ,  g l u t a m i n e  2 0 6  a n d  
t h r e o n i n e  2 0 8  m u t a t e d  t o  a l a n i n e  
a n d  a m i n o  a c i d  3 8 4  c h a n g e d  f r o m  
t y r o s i n e  t o  g l y c i n e  ( F l o e t t m a n n  e t  
a l . ,  1 9 9 8 ) .  
D r .  P e t e r  B r o d i n ,  U m e a  p E F C X - I l c B a D N  e x p r e s s e s  a  s u p e r -  
U n i v e r s i t y ,  S w e d e n .  r e p r e s s o r  m u t a n t  f o r m  o f  I K B a  i n  
w h i c h  t h e  s e r i n e  r e s i d u e s  a t  
p o s i t i o n s  3 2  a n d  3 6  h a v e  b e e n  
r e p l a c e d  w i t h  a l a n i n e s .  p E F C X  i s  
t h e  e m p t y  v e c t o r  ( L i l j e h o l m  e t  a l . ,  
1 9 9 8 ) .  
C l o n t e c h .  
p C M V - L a c Z  c o n t a i n s  E . c o l i  8 -  
g a l a c t o s i d a s e  g e n e  u n d e r  t h e  c o n t r o l  
o f  t h e  C M V  p r o m o t e r - e n h a n c e r .  
D r .  B r e n d a n  D ' S o u z a ,  S c h o o l  - 1 3 7 4 / + 8 1 - L u c  w a s  g e n e r a t e d  b y  
o f  B i o t e c h n o l o g y ,  D u b l i n  s u b c l o n i n g  t h e  b J I - I  p r o m o t e r  
C i t y  U n i v e r s i t y .  s e q u e n c e  f r o m  a  c o r r e s p o n d i n g  
C A T  r e p o r t e r  c o n s t r u c t  ( Z o n g  e t  a l . ,  
1 9 9 9 )  i n t o  p G L 2 - B a s i c .  - 1 3 7 4 / + 8 1  
m K B  ( - 5 2 )  c o n t a i n s  a  m u t a t i o n  a t  
t h e  N F - & - l i k e  b i n d i n g  s i t e  a t  
p o s i t i o n  - 5 2  t o  - 4 3  ( D ' S o u z a  e t  a l . ,  
2 0 0 4 ) .  - 1 3 7 4 / + 8 1  m &  ( - 8 3 3 )  
c o n t a i n s  a  m u t a t i o n  a t  t h e  N F - K B -  
l i k e  b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 8 3 3 .  
( D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
3 x  e n h  d 3  l u c  
D r .  P a m e l a  P e g m a n ,  S c h o o l  A  l u c i f e r a s e  r e p o r t e r  c o n s t r u c t  
o f  B i o t e c h n o l o g y ,  D C U ,  w h e r e  t h e  p u t a t i v e  R B P - J K  b i n d i n g  
D u b l i n ,  I r e l a n d .  s i t e  a t  - 2 4 3  t o  - 2 4 9  o n  t h e  w t  b j l - I  
p r o m o t e r  h a s  b e e n  m u t a t e d  t o  a n  
X b a  I  r e s t r i c t i o n  s i t e  ( P e g m a n  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ) .  
P r o f e s s o r  M a r t i n  R o w e ,  T h i s  r e p o r t e r  c o n s t r u c t  c o n t a i n s  3  
U n i v e r s i t y  o f  W a l e s  C o l l e g e  d 3  e l e m e n t s  u p s t r e a m  o f  a  m i n i m a l  
o f  M e d i c i n e ,  C a r d i f f ,  U . K .  c o n a l b u m i n  p r o m o t e r  l i n k e d  t o  t h e  
f i r e f l y  l u c i f e r a s e  g e n e  ( F l o e t t m a n n  
a n d  R o w e ,  1 9 9 7 ) .  
D r .  B e t t i n a  K e m p k e s ,  T h e  p G a 9 8 1 - 6  r e p o r t e r  c o n s t r u c t  
I n s t i t u t e  o f  C l i n i c a l  ( M i n o g u c h i  e t  a l . ,  1 9 9 7 )  w a s  
M o l e c u l a r  B i o l o g y  a n d  g e n e r a t e d  u s i n g  a  5 0  b p  
T u m o u r  G e n e t i c s ,  G S F ,  o l i g o n u c l e o t i d e  h a r b o u r i n g  b o t h  
M u n i c h ,  G e r m a n y .  C B F l  b i n d i n g  s i t e s  o f  t h e  E B V  T P I  
p r o m o t e r ,  w h i c h  w a s  t h e n  l i g a t e d  a s  
a  h e x a m e r  i n t o  p l a s m i d  p G a 5 0 - 7  
( L a u x  e t  a l . ,  1 9 9 4 a ) .  
Q I A g e n .  
T h i s  s t u d y .  
T h i s  s t u d y .  
H i g h - c o p y  n u m b e r  e x p r e s s i o n  
v e c t o r s  f o r  e x p r e s s i o n  o f  C -  o r  N -  
t e r m i n a l  6 x H i s - t a g g e d  f u s i o n  
p r o t e i n s  r e s p e c t i v e l y .  
H i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  v e c t o r  f o r  
e x p r e s s i o n  o f  N -  o r  C - t e r m i n a l  
6 x H i s - t a g g e d  f u s i o n  p r o t e i n s  l i n k e d  
t o  p r o t e i n  o f  i n t e r e s t  v i a  a  f l e x i b l e  
p e p t i d e  l i n k e r  ( L o u g h r a n  e t  a l . .  
2 0 0 6 ) .  
H i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  v e c t o r  f o r  
e x p r e s s i o n  o f  N -  o r  C - t e r m i n a l  
6 x H i s - t a g g e d  f u s i o n  p r o t e i n  l i n k e d  
t o  B f l -  1  v i a  a  f l e x i b l e  p e p t i d e  l i n k e r  
( L o u g h r a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
2 . 1 . 6  O l i g o n u c l e o t i d e s  
T a b l e  2 - 6  O l i g o n u c l e o t i d e s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  
A l l  o l i g o n u c l e o t i d e s  w e r e  s y n t h e s i s e d  b y  a n d  o b t a i n e d  f r o m  M W G - B i o t e c h ,  E b e r s b e r g ,  G e r m a n y .  
1  
T a r g e t  P r i m e r  S e q u e n c e  
b f l ( 3 0 ) F  5 ' - C G C G G A T C Z : ~ C A E A e T U ~ A A T T T G G  - 3 '  
b f l ( 3 0 ) R  5 ' -  C C C A A G C T T A C A G T A T T G C T T C A G G A G  - 3 '  
b f l ( 6 0 ) F  5 ' - C A T G C C A T G G C A A C A G A C T G T G A A T T T G G - 3 '  
b f l ( 6 0 ) R  5 ' - C G C G G A T C C A C A G T A T T G C T T C A G G A G - 3 '  
B F L - 1  E X T  F  5 ' - A T A T A T T T A C A G G C T G G C T C A - 3 '  
B F L -  I  E X T  R  5 ' - A G C A T T T C A C A G A T C T T T C C T - 3 '  
B F L -  I  I N T  F  5 ' - C T G G G G A A G A A T T G T A A C C A T - 3 '  
B F L -  1  I N T  R  5 ' - C T T C T A G A A A A G T C A T C C A G C - 3 '  
B f l  l F  5 ' - T T C A T A T T T T G ' I T G C G G A G T T C - 3 '  
B f l  l R  5 ' - A G C A T T T C A C A G A T C T T T C C T - 3 '  
B f l -  1 R e v S f i I  5 ' - A A T T C G C G G G C C T C A C T G G C C T C A A C A G T A T T G C T T C A G - 3 '  
G A P D H  F  5 ' - T G C A C C A C C A A C T G C T T A - 3 '  
G A P D H  R  5 ' - G A T G A T G T T C T G G A G A G C - 3 '  
G S - C - b f l F  5 ' - C A T G C C A T G G C A A C A G A C T G T G A A T T T G G - 3 '  
G S - C - b f l R  5 ' - C T C C C C C C G G G A C A G T A T T G C T T C A G G A G - 3 '  
G S L i n k F  5 ' - C A T G C C A T G G C G C A T C A C C A T C A C C A T C A  
C C C G G G T G G C G g c g g c t c c g g c g g c g g c g g - 3 '  
G S L i n k R  5 ' - C G G G A T C C A G A A C C A C C A C C A C C A G A A C  
C A C C A C C A C C A G A A c c g c c g c c g c c g g a g c c g c - 3 '  
G S - N - b f l F  5 ' - C G C G G A T C C A C A G A C T G T G A A T T T G G - 3 '  
G S - N - b f l R  5 ' - C C C A A G C T T A C A G T A T T G C T T C A G G A G - 3 '  
H A B f l  I F o r S f i I  5 ' - T C T A T G G G C C T C A C T G G C C A T G G G T T A C C C A T A C G A T G T - 3 '  
p E B N A s e q F o r  5 ' - C A A G C T T T T C G G C C T C A C T G G C C - 3 '  
p Q E  F o r  5 ' - G T A T C A C G A G G C C C T T T C G T C T - 3 '  
p Q E  R e v  5 ' - C A T T A C T G G A T C T A T C A A C A G G A G - 3 '  
R i  b o F o r  5 ' - C C C A A G C m C A G G C T G G C T C A G G A C T A T C T G C A - 3 '  
R i  b o R e v  5 ' - C C G G A A ' I T C T C G T A G A A G T T T C T T G A T G A G A A T - 3 '  
R T  P r i m e r 1  5 ' - A G C T C A A G A C T T T G C T C T C C A C C - 3 '  
R T  P r i m e r 2  5 ' - T G G A G T G T C C T T T C T G G T C A A C A G - 3 '  
T 7  p r i m e r  5 ' - T A A T A C G A C T C A C T A T A G G G - 3 '  
R e s t r i c t i o n  e n z y m e s  s i t e s  a r e  u n d e r l i n e d .  G S L i n k F I G S L i n k R  h o m o l o g y  i n  l o w e r c a s e .  
T h e  s e q u e n c e s  o f  a l l  p r i m e r s  w e r e  d e s i g n e d  s o  a s  t o  a v o i d  p r i m e r - d i m e r l h a i r p i n  
l o o p l c r o s s - d i m e r  f o r m a t i o n  a n d  t o  h a v e  s i m i l a r  G I C  c o n t e n m ,  a s  p r e d i c t e d  u s i n g  t h e  
N e t P r i m e r L a u n c h  b i o i n f o r m a t i c s  t o o l  ( T a b l e  2 - 4 ) .  
2 . 2  C h e m i c a l  M a t e r i a l s  
T a b l e  2 - 7  S u p p l i e r s  o f  c h e m i c a l  a n d  b i o l o g i c a l  m a t e r i a l s  
S u p p l i e r  
P r o d u c t  ( C o d e )  
A d v a n c e d  
I S H  G e n e f r a m e s  a n d  c o v e r s l i p s  ( A B 0 5 7 6 1 7 1 8 )  
B i o t e c h n o l o g i e s  
A m a x a  G m B H  
C e l l  L i n e  N u c l e o f e c t o r  K i t  L  ( V C A -  1 0 0 5 ) .  
A m b i o n  
A n t i - b f l - 1  I D # 1 2 0 8 0 0  s i R N A  ( 1 6 7 0 8 A ) ,  a n t i - b f l - l  I D # 1 2 0 8 0 1  s i R N A  ( 1 6 7 0 8 A ) ,  
a n t i - b f l - 1  I D # 1 2 0 8 0 2  s i R N A  ( 1 6 7 0 8 A ) ,  G A P D H  s i l e n c e r  s i R N A  i n c l u d i n g  a n t i -  
s c r a m b l e d  R N A  n e g a t i v e  c o n t r o l  s i R N A  ( 4 6 2 4 ) ,  s i P O R T  t r a n s f e c t i o n  b u f f e r  
A m e r s h a m  
A p p l i e d  
B i o s y s t e m s  
B D H  
R a i n b o w  f u l l  r a n g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r  ( R P N 8 0 0 ) .  
P - A c t i n  E n d o g e n o u s  c o n t r o l  T a q M a n  a s s a y  ( H s _ 9 9 9 9 9 9 0 3 m l ) ,  B f l - l ( B c l 2 A l )  
T a q M a n  a s s a y  ( H s _ O 0 1 8 7 8 4 5 m l ) ,  G A P D H  E n d o g e n o u s  c o n t r o l  T a q M a n  a s s a y  
( H s - 9 9 9 9 9 9 0 5 m  1 ) ,  T a q M a n  u n i v e r s a l  P C R  m a s t e r  m i x  ( 4 3 6 4 3 4 1 ) .  
B r o m o p h e n o l  b l u e  ( 4 4 3 8 5 ) ,  E D T A  ( 2 8 0 2 5 4 D ) ,  E o s i n  ( C B 3 5 0 8 4 4 K ) ,  G l y c i n e  
( 4 4 4 4 9 5 D ) ,  H a e m a l u m  ( C B 3 5 0 6 0 4 T ) ,  H y d r o c h l o r i c  a c i d  ( 2 8 5 0 7 B F ) ,  
I s o p r o p a n o l  ( 2 9 6 9 4 6 H ) ,  M a g n e s i u m  s u l p h a t e  ( 2 9 1  1 7 ) ,  M a y e r ' s  h a e m a t o x y l i n  
( C C 3 6 0 4 8 ) ,  M e t h a n o l  ( 2 9 1 9 2 B L ) ,  N i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  ( 4 3 6 1 0 7 E ) ,  
P a r a f o r m a l d e h y d e  ( C B 2 9 4 4 7 4 L ) ,  P o t a s s i u m  a c e t a t e  ( 2 9 5 8 1 4 P ) ,  S o d i u m  
d i h y d r o g e n  o r t h o p h o s p h a t e  ( 3 0 7  1 6 ) ,  S u c r o s e  ( 1 0 2 7 4 5 C ) ,  T r i s  b a s e  ( 2 7  1 1 9 5 Y ) .  
I n v i t r o g e n  
B e c t o n - D i c k i n s o n  F A C S  f l o w  ( 3 4 2 0 0 3 ) .  
D A K O  
B i o t i n y l a t e d  r a b b i t  a n t i r a t  I g G  ( E 0 4 6 8 ) .  
D S H B  
A n t i - J a g g e d 1  a n t i b o d y  ( T S  1 . 1 5 H ) ,  A n t i - N o t c h  1  ( b T A N 2 0 ) ,  A n t i - N o t c h 2  ( C 6 5  1 . 6  
D b H N ) .  
1 0 0  b p  D N A  l a d d e r  ( 1 5 6 2 8 - 0 1 9 ) ,  1  k b  D N A  l a d d e r  ( 1 5 6 1 5 - 0 1 6 ) ,  D M E M  h i g h  
g l u c o s e  ( 1 0 9 3 8 - 0 2 5 ) ,  F o e t a l  c a l f  s e r u m  ( 1 0 2 7 0 - 1 0 6 ) ,  N o n - e s s e n t i a l  a m i n o  a c i d s  
I 0 0  X  ( 1  1  1 4 0 . 0 3 5 ) .  R P M I  1 6 4 0  ( 3 1 8 7 0 - 0 2 5 ) ,  T r y p a n  b l u e  ( 1 5 2 5 0 - 0 6 1 ) ,  T r y p s i n  
( 2 5 0 9 0 - 0 2 8 ) ,  V e r s e n e  ( 1 5 0 4 0 - 0 3 3 ) ,  V i t a m i n  s o l u t i o n  1 0 0  X  ( 1  1 1 2 0 - 0 3 7 ) ,  Y e a s t  
t R N A  ( 1  5 4 0 1 0 1  1 ) .  V y b r a n t  a p o p t o s i s  a s s a y  K i t  ( V 1 3 2 4 1 ) .  
L a b s c a n  
M e r c k  
M i l l i p o r e  
C h l o r o f o r m  ( A 3 5 0 5 E ) .  
B A Y I l ( 7 0 8 2 )  ( 1 9 6 8 7 0 ) ,  C a l c i u m  c h l o r i d e  ( 2 3 8 2 1 0 0 0 ) ,  G l a c i a l  a c e t i c  a c i d  
( 1 0 0 6 3 2 5 1 1 ) ,  M a g n e s i u m  c h l o r i d e  ( 1 0 5 8 3 2 1 0 0 0 ) ,  P o t a s s i u m  H y d r o x i d e  
( 5 0 3 2  1 0 0 0 ) ,  S o d i u m  c a r b o n a t e  ( A 6 5 4 7 9 2 ) ,  R i b o j u i c e  ( 7  1 1 5 - 3 ) ,  d i - S o d i u m  
h y d r o g e n  p h o s p h a t e  ( 1 0 6 5 8 6 0 5 0 0 ) .  
A m i c o n  U l t r a f i l t e r  ( U F C 8  0 0 5 0 8 )  
N a t i o n a l  A c r y l a g e l  ( E C 8  1 0 ) .  B i s - a c r y l a g e l  ( E C 8 2 0 ) .  
D i a g n o s t i c s  
N e w  E n g l a n d  
B i o l a b s  
O x o i d  
P A L M  
M i c r o l a s e r  
P r o m e g a  
Q I A g e n  
S i g m a - A l d r i c h  
S t r a t a g e n e  
S u r g i p a t h  
E u r o p e  
C a l f  I n t e s t i n a l  P h o s p h a t a s e  &  1 0  X  d e p h o s p h o r y l a t i o n  b u f f e r  ( M 0 2 9 0 L ) ,  
R e s t r i c t i o n  e n z y m e s ,  1 0  X  b u f f e r s  a n d  1 0 0  X  B S A ,  T 4  D N A  L i g a s e  ( M 0 2 0 2 L ) .  
A g a r  ( L 1 3 ) ,  P B S  t a b l e t s  ( B R 1 4 ) ,  T r y p t o n e  ( L 4 2 ) ,  Y e a s t  e x t r a c t  ( L 2 1 ) .  
1  m m  P A L M  m e m b r a n e  s l i d e s  ( 1 4 4 0 - 1 6 0 0 ) .  
A n t i - M o u s e  I g G - A P  c o n j u g a t e d  ( S 3 7 2 1 ) ,  d N T P s  ( U 1 3 3 0 ) ,  C e l l  P r o l i f e r a t i o n  
A s s a y  K i t  ( T B 2 4 5 ) ,  E .  c o l i  J M 1 0 9  c e l l s  ( P 9 7 5 1 ) ,  L u c i f e r a s e  A s s a y  S y s t e m  
( E l S o l ) ,  M a g n e s i u m  c h l o r i d e  2 5  m M  ( A 3 5  1  l ) ,  M - M L V  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  &  
R T  b u f f e r  ( M 1 7 0 1 ) ,  5  X  R e p o r t e r  l y s i s  b u f f e r  ( E 3 9 7 1 ) ,  R N a s i n  ( N 2 1  I l ) ,  
~ i z a r d @ ~ ~ ~  P r e p s  D N A  p u r i f i c a t i o n  s y s t e m  ( A 7  1 7 0 ) .  
N i - N T A  r e s i n  ( 3 0 2 1 0 ) .  N i - N T A  s p i n  c o l u m n s  ( 3 1 3 1 4 ) ,  O m n i s c r i p t  a n d  
S e n s i s c r i p t  R T  K i t s  ( 2 0 5 2 1  l ) ,  Q I A ~ ~ ~ @  P l a s m i d  P u r i f i c a t i o n  K i t  ( 1 2 1 4 3 ) ,  S Y B R  
G r e e n  K i t  ( 2 0 4 1 4 3 ) ,  R N e a s y  P u r i f i c a t i o n  K i t  ( 7 4 1 0 4 ) .  
A n t i - H A - p e r o x i d a s e  H i g h  a f f i n i t y  ( 1 2 0 1 3 8  1 9 0 0 1 ) ,  H y g r o m y c i n  B  ( 8 4 3 5 5 5 ) .  
L e u p e p t i n  ( 1 0 1 7 1 2 8 ) ,  D I G - l a b e l l i n g  k i t  ( S P 6  R N A  p o l y m e r a s e ,  T 7  R N A  
p o l y m e r a s e )  ( 1 1  1 7 5  0 2 5  9 1 0 ) .  
3  M  s o d i u m  a c e t a t e ,  p H 5 . 2  ( S 7 8 9 9 ) ,  A n t i - D I G  a n t i b o d y  ( D 8 1 5 6 ) ,  A n t i - H I S - H R P  
( A 7 0 5 8 ) ,  A g a r o s e  ( A 5 0 9 3 ) ,  A m p i c i l l i n  ( A 9 5  1 8 ) ,  A n t i - P - a c t i n  a n t i b o d y  ( A 1 9 7 8 ) ,  
A p r o t i n i n  ( A 4 5 2 9 ) ,  A P S  ( 2 1 5 5 8 9 ) ,  B C I P - N B T  ( B 3 6 7 9 ) ,  B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  
( A 9 6 4 7 ) ,  C h e l a t i n g  r e s i n  ( C 7 9 0 1 ) ,  C h l o r o f o r m :  i s o a m y l  a l c o h o l  ( 2 4 : l )  ( C 0 5 4 9 ) .  
C o l o r b u r s t  e l e c t r o p h o r e s i s  m a r k e r s  ( C 4 1 0 5 ) ,  C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  B l u e  R  
( B 0 1 4 9 ) ,  D E A E - d e x t r a n  ( D 9 8 5 5 ) ,  D E P C  ( D 5 7 5 8 ) ,  D M E M :  F 1 2  H a m s  ( D 6 4 2 1 ) ,  
D M S O  ( D 8 7 7 9 ) ,  D N a s e  I  a n d  D N a s e  I  d i g e s t i o n  b u f f e r  ( A M P D l ) ,  E t h a n o l  A C S  
g r a d e  1 0 0  %  p r o o f  ( 4 5 9 8 4 4 ) ,  p - e s t r a d i o l  ( E 8 8 7 5 ) ,  E t h i d i u m  b r o m i d e  ( E 4 3 9 1 ) ,  
F o r m a m i d e  ( F 7 5 0 3 ) ,  G 4 1 8  ( A 1 7 2 0 ) ,  G l u c o s e  ( G 7 5 2 8 ) ,  G l y c e r o l  ( G 5 5 1 6 ) ,  
H y d r o c o r t i s o n e  ( H 4 0 0 1 ) ,  H y d r o g e n  p e r o x i d e  ( H 1 0 0 9 ) ,  I n  s i r u  h y b r i d i s a t i o n  
s o l u t i o n  ( H 7 7 8 2 ) ,  I n s u l i n  ( I 5 5 0 0 ) ,  L - g l u t a m i n e  ( G 7 5 1 3 ) ,  M a n g a n e s e  c h l o r i d e  
( M 3 6 3 4 ) ,  M o l e c u l a r  g r a d e m u c l e a s e - f r e e  w a t e r  ( W 4 5 0 2 ) ,  M O P S  ( M 3 1 8 3 ) ,  
O N P G  ( N 1 1 2 7 ) ,  P A P  p e n  ( Z 3 7 7 8 2 1 ) ,  P e n i c i l l i n l s t r e p t o m y c i n  ( P 0 7 8 1 ) ,  
P h e n o l : c h l o r o f o r m : i s o a m y l  a l c o h o l  ( 2 5 : 2 4 : 1 )  ( P 3 8 0 3 ) ,  P M S F  ( P 7 6 2 6 ) ,  P o n c e a u  
S  ( P 7 1 7 0 ) ,  P o t a s s i u m  c h l o r i d e  ( P 4 5 0 4 ) ,  P r o p i d i u m  i o d i d e  ( P 4 1 7 0 ) ,  P u r o m y c i n  
( P 8 8 3 3 ) ,  R e d T a q  P o l y m e r a s e  ( D 4 3 0 9 ) ,  R N a s e  A  ( R 6 5 1 3 ) ,  R N a s e - Z A P  ( R 2 0 2 0 ) ,  
R u b i d i u m  c h l o r i d e  ( R 2 2 5 2 ) ,  S D S  ( L 6 0 2 6 ) ,  S i g m a f a s t  D A B  r e a g e n t  ( D 0 4 2 6 ) ,  
S o d i u m  A r s e n i t e  ( 3 5 0 0 0 ) ,  S o d i u m  c h l o r i d e  ( S 3 0 1 4 ) ,  S o d i u m  h y d r o x i d e  ( S 5 8 8 1 ) ,  
T e t r a c y c l i n e  ( T 7 6 6 0 ) ,  T E M E D  ( T 7 0 2 4 ) ,  T M B  s u b s t r a t e  ( T 0 5 6 5 ) ,  T r i  r e a g e n t  
( T 9 4 2 4 ) ,  T w e e n  2 0  ( P 1 3 7 9 ) ,  X y l e n e  c y a n o l  F F  ( 3 3 5 9 4 ) .  
A b s o l u t e  R N A  N a n o p r e p  K i t  ( 4 0 0 7 5 3 1 ,  E .  c o l i  X L - 1 O G o l d  u l t r a c o m p e t e n t  c e l l s  
( 2 0 0 3  1 4 ) .  
D P X  m o u n t i n g  r e a g e n t  ( 0 1 7 0 5 ) ,  S c o t t ' s  t a p  w a t e r  ( 0 2 9 0 0 ) .  
V e c t o r  L a b s  
v e c t a b o n d n '  R e a g e n t  ( S P 1 8 0 0 ) ,  V e c t a s t a i n  U n i v e r s a l  Q u i c k  k i t  ( P K - 8 8 0 0 ) .  
2 . 3  D N A  M a n i p u l a t i o n  
2 . 3 . 1  S t o r a g e  o f  D N A  s a m p l e s  
D N A  s a m p l e s  w e r e  s t o r e d  i n  T r i s - E D T A  ( T E ;  1 0  m M  T r i s - C 1 ,  1  m M  E D T A )  b u f f e r  
( p H  8 . 0 )  ( A p p e n d i x )  a t  4  " C .  E D T A  w a s  u s e d  t o  c h e l a t e  h e a v y  m e t a l  i o n s  t h a t  a r e  
n e e d e d  f o r  D N a s e  a c t i v i t y  w h i l e  s t o r a g e  a t  p H  8 . 0  m i n i m i s e s  d e - a m i d a t i o n .  
2 . 3 . 2  P h e n o l / c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  
P h e n o l / c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  w e r e  c a r r i e d  o u t  t o  c o n c e n t r a t e  
n u c l e i c  a c i d  s a m p l e s  o r  c h a n g e  t h e  b u f f e r s  i n  w h i c h  a  s a m p l e  w a s  d i s s o l v e d .  A n  e q u a l  
v o l u m e  o f  p h e n o l : c h l o r o f o r m : i s o a m y l  a l c o h o l  ( 2 5 : 2 4 : 1 )  w a s  a d d e d  t o  t h e  D N A  
s o l u t i o n ,  m i x e d  b y  v o r t e x i n g  a n d  c e n t r i f u g e d  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  1 3 , 0 0 0  x  g .  T h e  u p p e r  
a q u e o u s  p h a s e  w a s  r e m o v e d ,  a v o i d i n g  a n y  m a t e r i a l  a t  t h e  i n t e r p h a s e ,  a n d  p l a c e d  i n  a  
s t e r i l e  m i c r o f u g e  t u b e .  A n  e q u a l  v o l u m e  o f  c h l o r o f o r m : i s o a m y l  a l c o h o l  ( 2 4 : l )  w a s  
a d d e d  t o  t h e  a q u e o u s  p h a s e ,  v o r t e x e d  a s  b e f o r e ,  a n d  c e n t r i f u g e d  f o r  5  m i n u t e s  a t  1 3 , 0 0 0  
x  g .  A g a i n  t h e  u p p e r  a q u e o u s  p h a s e  w a s  r e m o v e d  t o  a  f r e s h  t u b e .  O n e - t e n t h  v o l u m e  o f  3  
M  s o d i u m  a c e t a t e  ( p H  5 . 2 )  ( S i g m a - A l d r i c h )  w a s  a d d e d  t o  t h e  s o l u t i o n  o f  D N A ,  m i x e d  
a n d  f o l l o w e d  b y  a d d i t i o n  o f  2  v o l u m e s  o f  1 0 0  %  ( v l v )  e t h a n o l .  T h i s  m i x t u r e  w a s  
v o r t e x e d  a n d  i n c u b a t e d  a t  - 8 0  " C  f o r  > 5  m i n u t e s .  T h e  D N A  s a m p l e s  w e r e  t h e n  
c e n t r i f u g e d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  1 2 , 0 0 0  x  g  a t  4  " C ,  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  
p e l l e t s  w e r e  w a s h e d  w i t h  1  m l  7 0  %  ( v l v )  e t h a n o l  t o  r e m o v e  e x c e s s  s a l t s .  T h e  s a m p l e s  
w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  5  m i n u t e s  a t  1 0 , 0 0 0  x  g ,  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  
p e l l e t s  w e r e  a i r  d r i e d  f o r  a p p r o x i m a t e l y  1 0  m i n u t e s  a t  r o o m - t e m p e r a t u r e .  P e l l e t s  w e r e  
r e - s u s p e n d e d  i n  a n  a p p r o p r i a t e  v o l u m e  o f  s t e r i l e  T E  ( p H  8 . 0 )  o r  d H z O .  
2 . 3 . 3  R e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  o f  D N A  
R e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  o f  D N A  w a s  c a r r i e d  o u t  f o r  i d e n t i f i c a t i o n  p u r p o s e s ,  f o r  p l a s m i d  
l i n e a r i s a t i o n  o r  t o  c u t  p a r t i c u l a r  f r a g m e n t s  f r o m  a  p l a s m i d .  R e s t r i c t i o n  e n z y m e s  
s p e c i f i c a l l y  b i n d  a n d  c l e a v e  d o u b l e - s t r a n d e d  D N A  a t  s p e c i f i c  s i t e s  w i t h i n  o r  a d j a c e n t  t o  
a  p a r t i c u l a r  s e q u e n c e ,  w h i c h  i s  k n o w n  a s  t h e  r e c o g n i t i o n  s i t e .  R e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  
p a t t e r n s  w e r e  p r e d i c t e d  f o r  D N A  s e q u e n c e s  u s i n g  t h e  N E B C u t t e r  b i o i n f o r m a t i c s  t o o l  
( T a b l e  2 - 4 ) .  A l l  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  u s e d  w e r e  s u p p l i e d  w i t h  i n c u b a t i o n  b u f f e r s  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0  X  ( w o r k i n g  c o n c e n t r a t i o n  1  X ) .  D N A  d i g e s t i o n  r e a c t i o n s  w e r e  s e t  
u p  a c c o r d i n g  t o  m a n u f a c t u r e r ' s  i n s t r u c t i o n s  ( N e w  E n g l a n d  B i o l a b s )  a n d  i n c u b a t e d  f o r  
2 . 5  h  a t  t h e  o p t i m u m  e n z y m e  t e m p e r a t u r e  ( b e t w e e n  3 7  " C  a n d  5 0  " C ,  u s u a l l y  3 7  " C ) .  
2 . 3 . 4  D e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  l i n e a r i s e d  p l a s m i d  D N A  
T o  m i n i m i s e  r e - c i r c u l a r i s a t i o n  o f  l i n e a r i s e d  D N A  r e q u i r e d  f o r  l i g a t i o n ,  t r e a t m e n t  w i t h  
c a l f  i n t e s t i n a l  p h o s p h a t a s e  ( C L P )  i s  r e q u i r e d .  T h i s  d i m e r i c  g l y c o p r o t e i n  p r e v e n t s  r e -  
c i r c u l a r i s a t i o n  b y  r e m o v i n g  t h e  5 '  p h o s p h a t e  g r o u p s  o n  t h e  l i n e a r i s e d  D N A  m o l e c u l e .  
D i g e s t e d  D N A  ( ~ 1 0 0  n g l y l )  w a s  d e - p h o s p h o r y l a t e d  u s i n g  C I P  i n  a  1 0 0  p 1  v o l u m e  ( 1  
u n i t 1 1 0 0  p m o l e s  f o r  c o h e s i v e  t e r m i n i )  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  p r o t o c o l  ( N e w  
E n g l a n d  B i o l a b s )  a n d  i n c u b a t e d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  3 7  " C .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  a n  
e n z y m e  d e n a t u r a t i o n  s t e p  a c h i e v e d  b y  h e a t i n g  t o  7 5  " C  f o r  1 0  m i n u t e s .  W h e r e  
a p p r o p r i a t e ,  t h e  D N A  w a s  t h e n  p u r i f i e d  b y  p h e n o l : c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  a n d  e t h a n o l  
p r e c i p i t a t i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 . 2 .  T h e  p u r i f i e d  l i n e a r i s e d ,  C I P - t r e a t e d  D N A  
w a s  s t o r e d  a t  4  " C  u n t i l  r e q u i r e d  f o r  l i g a t i o n  
2 . 3 . 5  P o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  
T h e  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R )  w a s  u s e d  t o  a m p l i f y  t a r g e t  s e q u e n c e s  o f  D N A  f o r  
s u b - c l o n i n g  i n t o  l i n e a r i s e d  v e c t o r s ,  o r  f o r  i d e n t i f i c a t i o n  p u r p o s e s .  P C R  i n v o l v e s  t h e  
a m p l i f i c a t i o n  o f  s p e c i f i c  D N A  s e q u e n c e s  u s i n g  D N A  p r i m e r s ,  w h i c h  a n n e a l  t o  t h e  D N A  
o f  i n t e r e s t .  T h e  p r i m e r s  a r e  d e s i g n e d  s o  t h a t  o n e  a n n e a l s  t o  t h e  f o r w a r d  D N A  s t r a n d  a n d  
t h e  o t h e r  a n n e a l s  t o  t h e  r e v e r s e  s t r a n d  t h u s  a l l o w i n g  p o l y m e r i s a t i o n  o f  b o t h  s t r a n d s  b y  
t h e  e n z y m e  T a g  D N A  p o l y m e r a s e .  T h i s  r e s u l t s  i n  e x p o n e n t i a l  a m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  
s e q u e n c e  o f  i n t e r e s t .  P C R  r e a c t i o n s  w e r e  s e t  u p  b y  a d d i t i o n  o f  r e a g e n t s  i n  t h e  o r d e r  
l i s t e d  i n  T a b l e  2 - 8 .  
T a b l e  2 - 8  P C R  R e a c t a n t s  
C o m p o n e n t  V o l u m e  
m20 3 7  p 1  
T e m p l a t e  D N A  ( - 5 0 0  n g )  
F o r w a r d  p r i m e r  ( 4 0  p m o l e )  
R e v e r s e  p r i m e r  ( 4 0  p m o l e )  
2 . 5  p l  
1 0  X  e n z y m e  b u f f e r  ( + 1 5  m M  M g C 1 2 )  
5  P I  
d N T P  m i x  ( e a c h  a t  5  m M )  
2 P '  
T a g  p o l y m e r a s e  ( 5  U I p l )  
1  P I  
A l l  P C R  r e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  a  H y b a i d  t h e r m o c y c l e r  u s i n g  t h e  c o n d i t i o n s  l i s t e d  
i n  T a b l e  2 - 9 .  
T a b l e  2 - 9  P C R  T h e r m o c y c l i n g  c o n d i t i o n s  
S t a g e  
S t e p  
N u m b e r  o f  c y c l e s  
D e n a t u r a t i o n  
9 5  " C ,  5  m i n u t e s  1, 1  C y c l e  
D e n a t u r a t i o n  9 5  " C ,  4 5  s e c o n d s  
A n n e a l i n g  
E x t e n s i o n  
E x t e n s i o n  
X  " C ,  4 5  s e c o n d s  
3 0  C y c l e s  
7 2  ' C ,  1  m i n u t e  
7 2  " C ,  8  m i n u t e s  1  C y c l e  
X  =  A n n e a l i n g  t e m p e r a t u r e  w a s  c a l c u l a t e d  b y  s u b t r a c t i n g  5  " C  f r o m  t h e  m e l t i n g  
t e m p e r a t u r e  ( T , )  o f  a  p r i m e r  p a i r .  P r i m e r s  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  2 - 6 .  T, =  [ 2 * ( A / T  
c o n t e n t )  +  4 * ( G / C  c o n t e n t ) ] .  
2 . 3 . 5 . 2  C a s s e t t e  e x t e n s i o n  b y  P C R  
A  g l y c i n e - s e r i n e  l i n k e r  w a s  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  p Q E 6 0  v e c t o r  ( T a b l e  2 - 5 )  t o  a l l o w  
p r o d u c t i o n  o f  a  p r o t e i n  o f  i n t e r e s t  ( n a m e l y  t h e  B f l - 1  p r o t e i n )  s p a t i a l l y  s e p a r a t e d  f r o m  
t h e  H i s - t a g  m o i e t y  b y  a  f l e x i b l e  l i n k e r  ( C h a p t e r  7 ) .  F i r s t ,  a  D N A  f r a g m e n t  w a s  d e s i g n e d  
s o  a s  t o  e n c o d e  a  6 X H i s - t a g  d o m a i n  f o l l o w e d  b y  t h e  c h o s e n  l i n k e r  p e p t i d e ,  w h i c h  
c o n s i s t e d  o f  2 1  g l y c i n e  a n d  s e r i n e  r e s i d u e s  [ ( G l y 4 S e r ) 4 G l y ;  G S  L i n k e r ] .  T h i s  s e q u e n c e  
w a s  g e n e r a t e d  b y  a n n e a l i n g  t w o  p a r t i a l l y  o v e r l a p p i n g  o l i g o n u c l e o t i d e s ,  G S L i n k F  a n d  
G S L i n k R  ( T a b l e  2 - 6 ) ,  f o l l o w e d  b y  e x t e n s i o n  a n d  a m p l i f i c a t i o n  b y  P C R  u s i n g  t h e  
c o n d i t i o n s  l i s t e d  i n  T a b l e  2 -  1 0 .  
T a b l e  2 - 1 0  C y c l i n g  c o n d i t i o n s  f o r  P C R  e x t e n s i o n  o f  L i n k e r  c a s s e t t e  
C y c l e  T e m p e r a t u r e  D u r a t i o n  C y c l e s  
D e n a t u r e  9 5  " C  2 . 5  m i n  I  
C y c l i n g  9 5  " C  
5 6  " C  '"^" 5 0  s e c  
7 2  " C  3 0  s e c  
E x t e n s i o n  7 2  " C  5  m i n  1  
2 . 3 . 6  P u r i f i c a t i o n  o f  P C R  p r o d u c t s  
P C R  p r o d u c t s  w e r e  p u r i f i e d  f r o m  c o n t a m i n a n t s  ( i n c l u d i n g  p r i m e r - d i m e r s  a n d  
a m p l i f i c a t i o n  p r i m e r s )  u s i n g  t h e  P r o m e g a  w i z a r d a  P C R  P r e p s  D N A  P u r i f i c a t i o n  
S y s t e m  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r s  i n s t r u c t i o n s .  T h e  p u r i f i e d  D N A  w a s  s t o r e d  a t  4  
" C  u n t i l  r e q u i r e d  f o r  f u r t h e r  u s e .  
2 . 3 . 7  L i g a t i o n  o f  D N A  m o l e c u l e s  
C o h e s i v e  e n d  l i g a t i o n s  o f  e q u i m o l a r  a m o u n t s  o f  v e c t o r  a n d  i n s e r t  D N A  ( 1  p g )  w e r e  
c a r r i e d  o u t  o v e r n i g h t  a t  1 6  " C  o r  f o r  3  h  a t  2 2  " C  i n  a  c o m m e r c i a l  l i g a t i o n  b u f f e r  
( c o n t a i n i n g  5  r n M  A T P )  w i t h  1 0  u n i t s  o f  T 4  D N A  l i g a s e l m l  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  1 0  p l .  
A f t e r  l i g a t i o n ,  t h e  s a m p l e s  w e r e  h e a t e d  a t  7 0  " C  f o r  1 0  m i n u t e s  t o  i n a c t i v a t e  t h e  l i g a s e  
a n d  w e r e  t r a n s f o r m e d  i m m e d i a t e l y  o r  s t o r e d  a t  - 2 0  " C  u n t i l  r e q u i r e d  f o r  t r a n s f o r m a t i o n .  
2 . 3 . 8  P r e p a r a t i o n  o f  c o m p e t e n t  c e l l s  
X L 1 0 - G o l d  E .  c o l i  u l t r a c o m p e t e n t  c e l l s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S t r a t a g e n e .  A  m o d i f i e d  
R u b i d i u m  c h l o r i d e  ( R b C 1 2 )  m e t h o d  w a s  e m p l o y e d  t o  p r e p a r e  c o m p e t e n t  c e l l s  o f  E .  c o l i  
s t r a i n s ;  J M 1 0 9  a n d  R o s e t t a ~ l u e ~ ~  ( a s  d e s c r i b e d  i n  H a n a h a n ,  1 9 8 5 ) .  A l l  b u f f e r s  w e r e  a s  
d e s c r i b e d  i n  t h e  A p p e n d i x .  E .  c o l i  J M 1 0 9  a n d  R o s e t t a ~ l u e ~ ~  c o m p e t e n t  c e l l s  p r e p a r e d  
b y  t h i s  m e t h o d  a n d  s t o r e d  a t  - 7 0  " C  w e r e  s t a b l e  f o r  1  y e a r .  
2 . 3 . 9  T r a n s f o r m a t i o n s  
C o m p e t e n t  c e l l s  w e r e  t r a n s f o r m e d  w i t h  D N A  b y  h e a t  s h o c k  a s  d e s c r i b e d  i n  S a m b r o o k  
e t  a l . ,  1 9 8 9 .  A l l  b u f f e r s  w e r e  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  A p p e n d i x .  T r a n s f o r m e d  c e l l s  w e r e  
p l a t e d  o n  L B  p l a t e s  c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c  ( A p p e n d i x ;  u s u a l l y  a m p i c i l l i n  
a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 0  p g l r n l )  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7  " C .  T r a n s f o r m e d  c e l l s  
w e r e  r e s i s t a n t  t o  t h e  a n t i b i o t i c  a n d  c e l l s  y i e l d e d  c o l o n i e s .  T h e s e  c o l o n i e s  w e r e  
s u b s e q u e n t l y  u s e d  t o  p r e p a r e  b r o t h  c u l t u r e s  f o r  D N A  m i n i - p r e p a r a t i o n s .  
2 . 3 . 1 0  S m a l l  s c a l e  p r e p a r a t i o n  o f  p l a s m i d  D N A  ( M i n i p r e p )  
A  s i n g l e  b a c t e r i a l  c o l o n y  w a s  u s e d  t o  i n o c u l a t e  5  m l  o f  L B  b r o t h  ( w i t h  a p p r o p r i a t e  
a n t i b i o t i c )  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7  " C .  A n  a l i q u o t  ( 1 . 5  m l )  o f  t h i s  c u l t u r e  w a s  
t r a n s f e r r e d  t o  a  s t e r i l e  m i c r o f u g e  t u b e  a n d  c e n t r i f u g e d  f o r  3 0  s e c o n d s  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e ;  t h e  r e m a i n d e r  w a s  s t o r e d  a t  4  " C .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  
t u b e ,  l e a v i n g  t h e  p e l l e t  a s  d r y  a s  p o s s i b l e .  P l a s m i d  D N A  w a s  p u r i f i e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  
m a n u f a c t u r e r ' s  i n s t r u c t i o n s  ( Q I A G E N  P l a s m i d  P u r i f i c a t i o n  H a n d b o o k ,  2 0 0 5 ) .  A l l  
b u f f e r s  w e r e  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  A p p e n d i x .  G l y c e r o l  s t o c k s  o f  a l l  b a c t e r i a l  c u l t u r e s  w e r e  
p r e p a r e d  a t  t h i s  s t a g e  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 5  m l  o f  a  5 0  %  ( v l v )  g l y c e r o l  s o l u t i o n  
( A p p e n d i x )  t o  0 . 5  m l  o f  t h e  o v e r n i g h t  b a c t e r i a l  c u l t u r e  o f  i n t e r e s t  a n d  s t o r e d  a t  - 8 0  " C .  
2 . 3 . 1 1  D N A  p u r i f i c a t i o n  p r o t o c o l  ( M a x i p r e p )  
P l a s m i d  D N A  w a s  p u r i f i e d  u s i n g  t h e  Q I A g e n  P l a s m i d  M i d i  K i t  a c c o r d i n g  t o  t h e  
m a n u f a c t u r e r ' s  i n s t r u c t i o n s  ( Q I A G E N  P l a s m i d  P u r i f i c a t i o n  H a n d b o o k ,  2 0 0 5 ) .  P u r i f i e d  
D N A  w a s  q u a n t i f i e d  b y  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a n a l y s i s .  
2 . 3 . 1 2  S p e c t r o p h o t o m e t r i c  a n a l y s i s  o f  n u c l e i c  a c i d s  
D N A J R N A  c o n c e n t r a t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0  n m ,  
w h i c h  i s  t h e  w a v e l e n g t h  a t  w h i c h  n u c l e i c  a c i d s  a b s o r b  m a x i m a l l y  ( h  ,,). A  5 0  p g l m l  
p r e p a r a t i o n  o f  p u r e  D N A  h a s  a n  a b s o r b a n c e  o f  1  u n i t  a t  2 6 0  n m ,  w h i l e  4 0  & m l  o f  p u r e  
R N A  h a s  a n  a b s o r b a n c e  r e a d i n g  o f  1  a t  t h i s  w a v e l e n g t h .  T h e  p u r i t y  o f  a  R N A  o r  D N A  
p r e p a r a t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  r e a d i n g  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0  n m  ( t h e  h  ,, f o r  n u c l e i c  
a c i d s )  a n d  a t  2 8 0  n m  ( t h e  h  , , f o r  p r o t e i n s )  a n d  o b t a i n i n g  t h e  r a t i o  f o r  t h e s e  
a b s o r b a n c e s .  P u r e  D N A  a n d  R N A  h a v e  A 2 m , A z s o  r a t i o s  o f  1 . 8  a n d  2 . 0  r e s p e c t i v e l y .  
L o w e r  r a t i o s  i n d i c a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n  w h i l e  h i g h e r  r a t i o s  o f t e n  i n d i c a t e  r e s i d u e s  
o f  o r g a n i c  r e a g e n t s .  A b s o r b a n c e s  w e r e  r e a d  o n  t h e  S h i m a d z u  U V - 1 6 0 A  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  u s i n g  a  q u a r t z  c u v e t t e  o r  u s i n g  a  N a n o d r o p  s p e c t r o p h o t o m e t e r  b y  
d i r e c t  a l i q u o t i n g  o n t o  t h e  m e a s u r i n g  p l a t f o r m .  
N u c l e i c  a c i d  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  
d e t e r m i n e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n s :  
D N A  ( p g l p l )  =  
A b s o r b a n c e  ( 2 6 0  n r n )  x  5 0  x  d i l u t i o n  f a c t o r  
1; 0 0 0  
R N A  ( p g / p l )  =  
A b s o r b a n c e  ( 2 6 0  n m )  x  4 0  x  d i l u t i o n  f a c t o r  
1 0 0 0  
2 . 3 . 1 3  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  D N A  
E l e c t r o p h o r e s i s  t h r o u g h  a g a r o s e  g e l  i s  t h e  s t a n d a r d  m e t h o d  u s e d  t o  s e p a r a t e ,  i d e n t i f y ,  
a n d  i n  s o m e  c a s e s  p u r i f y  D N A  f r a g m e n t s .  A g a r o s e  g e l s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e t a i l e d  i n  
S a m b r o o k  e t  a l . ,  1 9 8 9 .  T h e  H y b a i d  h o r i z o n t a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m  w a s  u s e d  f o r  
6 0  
e l e c t r o p h o r e s i s  a t  c o n s t a n t  v o l t a g e  ( 5  V l c m ) ,  f o r  1  t o  2  h .  A f t e r  c o m p l e t i o n ,  t h e  g e l  w a s  
s t a i n e d  i n  e t h i d i u m  b r o m i d e  ( 0 . 5  m g l m l ;  A p p e n d i x )  f o r  3 0  m i n u t e s ,  d e s t a i n e d  i n  d H z O  
f o r  1 5  m i n u t e s ,  v i e w e d  u n d e r  U V  i l l u m i n a t i o n  a n d  p h o t o g r a p h e d  u s i n g  a  U V  i m a g e  
a n a l y s e r .  
2 . 3 . 1 4  D N A  S e q u e n c i n g  
S e q u e n c i n g  o f  p l a s m i d  D N A  w a s  p e r f o r m e d  t o  e n s u r e  t h e  n u c l e i c  a c i d  f i d e l i t y  a n d  ' i n -  
f r a m e '  i n s e r t i o n  o f  D N A  f r a g m e n t s  f o l l o w i n g  c l o n i n g .  P l a s m i d  D N A  a s  p r e p a r e d  i n  
S e c t i o n  2 . 3 . 1 1  w a s  q u a n t i f i e d  ( S e c t i o n  2 . 3 . 1 2 )  a n d  1 - 2  p g  ( t y p i c a l l y  1 - 2  p l )  w a s  
t r a n s f e r r e d  t o  a  s t e r i l e  1 . 5  m l  e p p e n d o r f .  T h e  D N A  w a s  l y o p h i l i s e d  i n  a  S a v a n t  
D N A 1  1 0  s p e e d  v a c  o n  t h e  l o w  h e a t  s e t t i n g  f o r  1 5 - 2 0  m i n u t e s  o r  u n t i l  t h e  s o l v e n t  h a d  
e v a p o r a t e d .  T h e  l y o p h i l i s e d  D N A  w a s  s e n t  t o  M W G - B i o t e c h ,  E b e r s b e r g ,  G e r m a n y  f o r  
s e q u e n c i n g .  S e q u e n c i n g  f o r w a r d  a n d  r e v e r s e  p r i m e r s  w e r e  s u p p l i e d  b y  M W G - B i o t e c h  
f o r  m o s t  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  c l o n i n g  s y s t e m s .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  e x i s t i n g  s e q u e n c i n g  
p r i m e r s  ( a s  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  p R T S - 1  v e c t o r s ) ,  a  f o r w a r d  a n d l o r  r e v e r s e  p r i m e r  w a s  
d e s i g n e d  a n d  p u r c h a s e d  a n d  1 0 0  p m o l  o f  p r i m e r  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  s t e r i l e  e p p e n d o r f  
a n d  s e n t  w i t h  e a c h  s e q u e n c i n g  r e a c t i o n  t o  M W G - B i o t e c h .  
2 . 4  C e l l  C u l t u r e  M e t h o d s  
A l l  c e l l  c u l t u r e  t e c h n i q u e s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  a  s t e r i l e  e n v i r o n m e n t  u s i n g  a  H o l t e n  
l a m i n a r  f l o w  c a b i n e t .  C e l l s  w e r e  v i s u a l i s e d  w i t h  a n  O l y m p u s  C K 2  i n v e r t e d  p h a s e  
c o n t r a s t  m i c r o s c o p e .  A l l  m e d i a  c o m p o s i t i o n s  a n d  m e d i a  s u p p l e m e n t s  a r e  g i v e n  i n  t h e  
A p p e n d i x .  
2 . 4 . 1  C u l t u r e  o f  c e l l s  i n  s u s p e n s i o n  
S u s p e n s i o n  c e l l  l i n e s  ( a l l  d e t a i l e d  i n  T a b l e  2 - 1 )  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  R P M I  1 6 4 0  
s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0  %  ( v l v )  f o e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( F B S ) ,  2  m M  L - g l u t a m i n e ,  1 0 0  
p g / m l  s t r e p t o m y c i n  a n d  1 0 0  U l m l  p e n i c i l l i n .  C u l t u r e s  w e r e  s e e d e d  a t  a  d e n s i t y  o f  2  x  
l o 5  t o  5  x  1 0 '  c e l l s  p e r  m l  i n  2 5  c m 2  f l a s k s  a n d  e x p a n d e d  i n  7 5  c m 2  f l a s k s .  C e l l s  w e r e  
s u b - c u l t u r e d  t w o  o r  t h r e e  t i m e s  p e r  w e e k  b y  h a r v e s t i n g  i n t o  a  s t e r i l e  c e n t r i f u g e  t u b e  a n d  
p e l l e t i n g  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  c e l l  p e l l e t  w a s  r e - s u s p e n d e d  
g e n t l y  i n  a n  a p p r o p r i a t e  v o l u m e  o f  f r e s h  s u p p l e m e n t e d  m e d i a  a n d  r e p l a c e d  i n t o  t h e  
t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k .  A l l  c e l l  l i n e s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a  h u m i d i f i e d  5  %  C O 2  a t m o s p h e r e  a t  
3 7  " C  i n  a  H e r a e u s  c e l l  c u l t u r e  i n c u b a t o r .  
2 . 4 . 2  C u l t u r e  o f  a d h e r e n t  c e l l s  
T h e  H t T A - j a g 1 0  c e l l  l i n e  ( T a b l e  2 - 1 ;  H e L a - d e r i v e d  c e l l  l i n e  e x p r e s s i n g  J a g g e d 1  u n d e r  
t e t r a c y c l i n e  c o n t r o l )  w a s  m a i n t a i n e d  i n  h i g h  g l u c o s e  D u l b e c c o  m o d i f i e d  E a g l e  m e d i u m  
( D M E M )  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0  %  ( v l v )  F B S ,  1  %  ( v l v )  n o n - e s s e n t i a l  a m i n o  a c i d s  a n d  
1  %  ( v l v )  M E M  v i t a m i n s ,  2  m M  L - g l u t a m i n e ,  1 0 0  p g / m l  s t r e p t o m y c i n ,  1 0 0  U l m l  
p e n i c i l l i n ,  1 2 5  p g l m l  G 4 1 8 ,  2 2 5  U l m l  H y g r o m y c i n  a n d  2 & m l  t e t r a c y c l i n e .  H t T A -  
j a g 1 0  c e l l s  w e r e  s e e d e d  i n t o  2 5  c m 2  a n d  7 5  c m 2  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s .  A d h e r e n t  c e l l s  
w e r e  d e t a c h e d  b y  t r e a t m e n t  w i t h  V e r s e n e  s o l u t i o n  ( I n v i t r o g e n ) .  F o r  v e r s e n i s a t i o n  t h e  
m e d i u m  w a s  d e c a n t e d  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  w i t h  2  m l  o f  s t e r i l e  1 X  P B S  t o  r e m o v e  
a n y  r e s i d u a l  s e r u m .  A  v o l u m e  o f  2  m l  o f  1 X  v e r s e n e  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  e a c h  f l a s k  
a n d  t h e  f l a s k s  i n c u b a t e d  a t  3 7  " C  f o r  5  m i n u t e s  o r  u n t i l  a l l  t h e  c e l l s  c o u l d  b e  v i s u a l i s e d  
a s  h a v i n g  d e t a c h e d  f o r m  t h e  f l a s k  s u r f a c e .  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  d e c a n t e d  i n t o  a  
s t e r i l e  c e n t r i f u g e  t u b e  c o n t a i n i n g  5  m l  o f  s t e r i l e  s u p p l e m e n t e d  m e d i a  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  
1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s .  C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  s u p p l e m e n t e d  m e d i a  a t  2  t o  5  x  l o 5  
c e l l s / m l ,  u s i n g  5  m l  p e r  2 5  c m 2  f l a s k  a n d  1 5  m l  p e r  7 5  c m 2  f l a s k  a n d  i n c u b a t e d  i n  a  
h u m i d i f i e d  5  %  C O 2  a t m o s p h e r e  a t  3 7  " C  i n  a  H e r a e u s  c e l l  c u l t u r e  i n c u b a t o r .  
2 . 4 . 3  C o - c u l t u r e  o f  a d h e r e n t  a n d  s u s p e n s i o n  c e l l s  
H t T A - j a g 1 0  c e l l s  w e r e  p l a t e d  i n  d u p l i c a t e  i n  
1 0  c m  d i s h e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
t e t r a c y c l i n e .  J a g g e d 1  e x p r e s s i o n  w a s  i n d u c e d  b y  w a s h i n g  H t T A - j a g 1 0  c e l l s  t h r e e  t i m e s  
i n  m e d i u m  l a c k i n g  t e t r a c y c l i n e  2 4  h  a n d  4 8  h  a f t e r  p l a t i n g .  A f t e r  7 2  h ,  t h e  c e l l s  w e r e  
o v e r l a i d  w i t h  L 4 2 8  o r  L 5 9 1  c e l l s  i n  s u s p e n s i o n  ( 2 . 5  x  l o 6  c e l l s l d i s h ) .  T h e  c o - c u l t u r e s  
w e r e  i n c u b a t e d  f o r  4 8  h .  F i r m  t a p p i n g  w a s  u s e d  t o  d i s l o d g e  t h e  l y m p h o i d  c e l l s  t h a t  
a g g r e g a t e d  o n t o  t h e  a d h e r e n t  c e l l  m o n o l a y e r ,  p r i o r  t o  l y s i s  o f  c o - c u l t i v a t e d  l y m p h o i d  
c e l l s .  
2 . 4 . 4  C e l l  C o u n t s  
C e l l  c o u n t s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  a n  i m p r o v e d  N e u b a u e r  h a e m o c y t o m e t e r  s l i d e .  
T r y p a n  b l u e  e x c l u s i o n  d y e  w a s  r o u t i n e l y  u s e d  t o  d e t e r m i n e  c e l l  v i a b i l i t y .  A  v o l u m e  o f  
1 0  p1 o f  t r y p a n  b l u e  w a s  a d d e d  t o  9 0  p l  o f  a  c e l l  s u s p e n s i o n  a n d  m i x e d .  A  v o l u m e  o f  1 0  
p l  o f  t h i s  m i x t u r e  w a s  a d d e d  t o  t h e  c o u n t i n g  c h a m b e r  o f  t h e  h a e m o c y t o m e t e r  a n d  c e l l s  
w e r e  v i s u a l i s e d  b y  l i g h t  m i c r o s c o p y .  V i a b l e  c e l l s  e x c l u d e d  t h e  d y e  a n d  r e m a i n e d  c l e a r  
w h i l e  d e a d  c e l l s  s t a i n e d  b l u e .  C e l l  n u m b e r s  w e r e  a s c e r t a i n e d  b y  m u l t i p l y i n g  t h e  a v e r a g e  
c e l l  c o u n t  ( o f  3  i n d i v i d u a l  c o u n t s )  b y  t h e  d i l u t i o n  f a c t o r  ( u s u a l l y  1  . l )  a n d  a g a i n  b y  t h e  
v o l u m e  o f  t h e  h a e m o c y t o m e t e r  c h a m b e r  ( 1  x  l o 4  c e l l s / m l ) .  T h u s ,  c e l l  c o u n t s  w e r e  
e x p r e s s e d  a s  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  p e r  m l .  
2 . 4 . 5  C e l l  s t o r a g e  a n d  r e c o v e r y  
I n  o r d e r  t o  p r e p a r e  s t o c k s  o f  s u s p e n s i o n  c e l l s  f o r  l o n g - t e r m  s t o r a g e ,  1  x  1 0 '  c e l l s  i n  
e x p o n e n t i a l  p h a s e  w e r e  p e l l e t e d  a n d  r e - s u s p e n d e d  i n  7 5 0  p l  o f  s u p p l e m e n t e d  R P M I  t o  
w h i c h  1 5 0  p1 o f  F ' B S  w a s  a d d e d ,  a n d  t h e n  p l a c e d  o n  i c e  f o r  1 0  m i n u t e s .  D M S O  w a s  
a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0  %  ( v l v ) ,  m i x e d  g e n t l y  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  a  s t e r i l e  
c r y o t u b e .  I n  t h e  c a s e  o f  a d h e r e n t  c e l l s ,  o n e  c o n f l u e n t  7 5  c m 2  f l a s k  o f  c e l l s  w a s  u s e d  p e r  
c e l l  s t o c k .  A d h e r e n t  c e l l s  w e r e  w a s h e d  w i t h  1  X  P B S  f o l l o w e d  b y  t r y p s i n i s a t i o n  a n d  r e -  
s u s p e n d e d  i n  9 0 0  p . l  o f  F B S  a n d  1 0 0  p l  o f  D M S O .  T h e  c e l l s  w e r e  m i x e d  g e n t l y  a n d  
a d d e d  t o  a  s t e r i l e  c r y o t u b e .  
T h e  c r y o t u b e s  w e r e  s l o w l y  l o w e r e d  i n t o  t h e  g a s  p h a s e  o f  l i q u i d  n i t r o g e n  a n d  t h e n  
i m m e r s e d  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  i n  a  c r y o f r e e z e r  ( C o o p e r  C r y o s e r v i c e s ) .  
C e l l s  w e r e  r e c o v e r e d  f r o m  l i q u i d  n i t r o g e n  b y  t h a w i n g  r a p i d l y  a t  3 7  " C  a n d  t r a n s f e r r i n g  
t o  a  s t e r i l e  c e n t r i f u g e  t u b e  c o n t a i n i n g  5  m l  o f  p r e - w a r m e d  s u p p l e m e n t e d  m e d i a .  T h e  
c e l l s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s ,  t h e  p e l l e t  w a s  r e - s u s p e n d e d  i n  5 - 1 0  m l  
o f  f r e s h  s u p p l e m e n t e d  m e d i a ,  t r a n s f e r r e d  t o  a  c u l t u r e  f l a s k  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7  " C  i n  5  
%  C O z .  
2 . 4 . 6  T r a n s i e n t  t r a n s f e c t i o n s  
T r a n s i e n t  t r a n s f e c t i o n  o f  c e l l s  w a s  p e r f o r m e d  b y  e l e c t r o p o r a t i o n ,  n u c l e o f e c t i o n ,  u s i n g  
t h e  p r o p r i e t y  f o r m u l a t i o n ;  R i b o j u i c e  o r  u s i n g  t h e  D E A E - d e x t r a n  m e t h o d .  I n  a l l  c a s e s ,  
c e l l s  w e r e  s e e d e d  a t  a  d e n s i t y  o f  2 - 5  x  l o 5  p e r  m l  o f  m e d i a  2 4  h  p r i o r  t o  t r a n s f e c t i o n .  
A f t e r  2 4  h  i n  c u l t u r e ,  c e l l s  w e r e  c o u n t e d  a g a i n ,  i t  w a s  e s s e n t i a l  f o r  c e l l  n u m b e r s  t o  h a v e  
a l m o s t  d o u b l e d  b e f o r e  b e g i n n i n g  t h e  t r a n s f e c t i o n ,  t h u s  e n s u r i n g  t h a t  c e l l  g r o w t h  w a s  i n  
l o g a r i t h m i c  p h a s e ,  a l l o w i n g  f o r  o p t i m a l  D N A I R N A  u p t a k e  d u r i n g  t r a n s f e c t i o n .  T h e  
s a m e  q u a n t i t y  o f  t o t a l  D N A / R N A  w a s  u s e d  p e r  t r a n s f e c t i o n .  
2 . 4 . 6 . 1  E l e c t r o p o r a t i o n  o f  B  l y m p h o c y t e s  
T r a n s f e c t i o n  o f  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l  l i n e s  ( T a b l e  2 - 1 )  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  e l e c t r o p o r a t i o n .  
D u r i n g  t h e  e l e c t r o p o r a t i o n  m e t h o d  o f  t r a n s f e c t i o n ,  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  b r i e f  h i g h  v o l t a g e  
e l e c t r i c  p u l s e s  t o  t h e  c e l l s  l e a d s  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  n a n o m e t e r - s i z e d  p o r e s  i n  t h e  p l a s m a  
m e m b r a n e .  D N A  i s  t a k e n  d i r e c t l y  i n t o  t h e  c e l l  c y t o p l a s m  e i t h e r  t h r o u g h  t h e s e  p o r e s  o r  
a s  a  c o n s e q u e n c e  o f  r e d i s t r i b u t i o n  o f  m e m b r a n e  c o m p o n e n t s  t h a t  a c c o m p a n i e s  t h e  
c l o s u r e  o f  t h e  p o r e s .  
T o t a l  D N A  ( 1 0 - 2 0  p g  p e r  t r a n s f e c t i o n )  d i s s o l v e d  i n  3 0  p l  T E  b u f f e r  ( p H  8 . 0 )  w a s  
t r a n s f e r r e d  i n t o  a  s t e r i l e  e l e c t r o p o r a t i o n  c u v e t t e .  A  t o t a l  o f  1  x  l o 7  c e l l s  w e r e  u s e d  p e r  
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t r a n s f e c t i o n .  C e l l s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  
d i s c a r d e d .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  w a s h e d  i n  P B S ,  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s  a n d  
t h e  s u p e r n a t a n t  a g a i n  d i s c a r d e d .  F o r  e a c h  1  x  l o 7  c e l l s ,  2 2 0  f l  o f  s e r u m - f r e e  m e d i a  w a s  
u s e d  f o r  r e - s u s p e n s i o n  a n d  t h e  c e l l s  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  D N A - c o n t a i n i n g  e l e c t r o p o r a t i o n  
c u v e t t e s .  T h e  c e l l / D N A  m i x  w a s  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  5  m i n u t e s .  E a c h  
c e l l / D N A  m i x  w a s  t h e n  p u l s e d  a t  2 5 0  V  w i t h  a  c a p a c i t a n c e  o f  9 6 0  p F  ( u s i n g  a  
c a p a c i t a n c e  e x t e n d e r )  a n d  r e s i s t a n c e  s e t  t o  i n f i n i t y  u s i n g  a  B i o r a d  G e n e  P u l s e r .  
I m m e d i a t e l y  a f t e r  e l e c t r o p o r a t i o n  t h e  c u v e t t e s  w e r e  p l a c e d  o n  i c e  u n t i l  t h e  c e l l D N A  
m i x  w a s  t r a n s f e r r e d  i n t o  5  m l  s u p p l e m e n t e d  m e d i a  i n  a  6  w e l l  d i s h .  T r a n s f e c t e d  c e l l s  
w e r e  h a r v e s t e d  4 8  h  l a t e r .  
2 . 4 . 6 . 2  N u c l e o f e c t i o n  o f  B  l y m p h o c y t e s  
T h e  N u c l e o f e c t o r  t e c h n o l o g y  i s  b a s e d  o n  e l e c t r o p o r a t i o n .  I t  c o n s i s t s  o f  t h e  N u c l e o f e c t o r  
d e v i c e  II ( A m a x a ) ,  w h i c h  d e l i v e r s  a  c e l l - s p e c i f i c  c o m b i n a t i o n  o f  e l e c t r i c a l  p a r a m e t e r s ,  
a n d  N u c l e o f e c t o r  S o l u t i o n s ,  i n  w h i c h  t h e  c e l l s  a r e  c o n t a i n e d  w h i l e  t h e  u n i q u e  e l e c t r i c a l  
p r o g r a m  i s  e x e c u t e d .  O p t i m i s e d  c o n d i t i o n s  f o r  n u c l e o f e c t i o n  o f  L 4 2 8  c e l l s  w e r e  p r e -  
d e t e r m i n e d  a n d  y i e l d e d  8 0  %  t r a n s f e c t i o n  e f f i c i e n c y .  
T h e  c e l l  l i n e  n u c l e o f e c t o r  s o l u t i o n  L  w a s  p r e - w a r m e d  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  5 0  m l  o f  
s u p p l e m e n t e d  m e d i a  w a s  p r e - w a r m e d  t o  3 7  " C .  S u p p l e m e n t e d  m e d i u m  ( 2  m l )  w a s  
a l i q u o t e d  i n t o  t h e  a p p r o p r i a t e  n u m b e r s  o f  w e l l s  o f  a  6  w e l l  p l a t e  a n d  p r e - i n c u b a t e d  a t  3 7  
" C I 5  %  C O z J h u m i d i f i e d  a t m o s p h e r e .  A  t o t a l  o f  2  p g  D N A  w a s  p r e p a r e d  i n  s t e r i l e  1 . 5  m l  
e p p e n d o r f s  f o r  e a c h  s a m p l e .  F o r  e a c h  t r a n s f e c t i o n ,  1  x  l o 6  c e l l s  w e r e  p e l l e t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  9 0  x  g  f o r  1 0  m i n u t e s  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  c o m p l e t e l y  s o  
t h a t  n o  r e s i d u a l  m e d i u m  r e m a i n e d .  T h e  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  r o o m - t e m p e r a t u r e  
s o l u t i o n  L  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1  x  l o 6  c e l l s l 1 0 0  f l .  C a r e  w a s  t a k e n  t o  e n s u r e  c e l l s  
w e r e  s t o r e d  i n  n u c l e o f e c t o r  s o l u t i o n  n o  l o n g e r  t h a n  1 5  m i n u t e s  t o  a v o i d  r e d u c t i o n  i n  c e l l  
v i a b i l i t y / g e n e  t r a n s f e r  e f f i c i e n c y .  A  v o l u m e  o f  1 0 0  f l  o f  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  m i x e d  w i t h  
t h e  D N A  a n d  t h e  n u c l e o f e c t i o n  s a m p l e  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a n  A m a x a - c e r t i f i e d  c u v e t t e ,  
t a k i n g  c a r e  t o  a v o i d  b u b b l e s .  T h e  c u v e t t e  w a s  p l a c e d  i n  t h e  n u c l e o f e c t i o n  c h a m b e r  a n d  
p u l s e d  o n  p r o g r a m  X - 0 1 .  T h e  s a m p l e  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e ,  a f t e r  w h i c h  t i m e ,  5 0 0  p l  o f  p r e - w a r m e d  m e d i u m  w a s  a d d e d  t o  t h e  c u v e t t e .  
T h e  c o n t e n t s  w e r e  g e n t l y  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  p r e p a r e d  6 - w e l l  p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7  
" C I 5  %  C O z / h u m i d i f i e d  a t m o s p h e r e  u n t i l  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d .  
2 . 4 . 6 . 3  R i b o J u i c e - m e d i a t e d  t r a n s f e c t i o n  
R i b o J u i c e T M  s i R N A  t r a n s f e c t i o n  r e a g e n t  ( N o v a g e n ) ,  c o m p o s e d  o f  a  n o n t o x i c  c e l l u l a r  
p r o t e i n  a n d  a  s m a l l  a m o u n t  o f  a  n o v e l  p o l y a m i n e ,  i s  u s e d  t o  d e l i v e r  s m a l l  i n t e r f e r i n g  
R N A  ( s i R N A )  i n t o  a  w i d e  r a n g e  o f  m a m m a l i a n  c e l l  l i n e s  f o r  t a r g e t e d  g e n e  s u p p r e s s i o n .  
L 4 2 8  c e l l s  w e r e  d i l u t e d  w i t h  m e d i u m  t o  a  d e n s i t y  o f  1  x  l o 6  c e l l s  p e r  2 5 0  p l  i n  6 - w e l l  
p l a t e s .  A  v o l u m e  o f  6  p l  o f  t r a n s f e c t i o n  r e a g e n t  w a s  a d d e d  t o  2 4 4  p l  o f  s e r u m - f r e e  
m e d i u m  f o r  e a c h  s a m p l e .  A f t e r  g e n t l e  v o r t e x i n g ,  t h e s e  s a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  5  
m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  s i R N A s  ( v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s )  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  t h i s  
s o l u t i o n  a n d  a f t e r  a  f u r t h e r  1 5 - m i n u t e  i n c u b a t i o n  t h e  m i x t u r e  w a s  a d d e d  d r o p w i s e  t o  t h e  
c e l l  s u s p e n s i o n .  P l a t e s  w e r e  l e f t  o v e r n i g h t  a t  3 7  " C  u n d e r  a  5  %  C 0 2 / h u m i d i f i e d  
a t m o s p h e r e .  
2 . 4 . 6 . 4  D E A E - D e x t r a n - m e d i a t e d  t r a n s f e c t i o n  
T r a n s f e c t i o n  o f  D G 7 5  c e l l s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  t h i s  m e t h o d  o f  t r a n s f e c t i o n .  D u r i n g  
t r a n s f e c t i o n ,  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  D E A E - d e x t r a n  b i n d s  t o  t h e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  
p h o s p h a t e  g r o u p s  o f  t h e  D N A ,  f o r m i n g  a g g r e g a t e s .  T h e s e  c o m p l e x e s ,  w h e n  a p p l i e d  t o  
c e l l s ,  s u b s e q u e n t l y  b i n d  t o  t h e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  p l a s m a  m e m b r a n e .  I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  
c e l l u l a r  u p t a k e  o f  D N A  i s  m e d i a t e d  b y  e n d o c y t o s i s ,  f u r t h e r  a s s i s t e d  b y  o s m o t i c  s h o c k .  
A  t o t a l  o f  u p  t o  2 5  p g  o f  D N A  d i s s o l v e d  i n  d H z O  w a s  u s e d  p e r  t r a n s f e c t i o n .  T o t a l  D N A  
w a s  p r e p a r e d  i n  a  s t e r i l e  m i c r o f u g e  t u b e  a n d  b r o u g h t  t o  a  v o l u m e  o f  6 0 0  p l  w i t h  T B S  
( A p p e n d i x ) .  T h e n ,  6 0 0  p l  o f  1  m g l m l  D E A E - d e x t r a n  s o l u t i o n  ( A p p e n d i x )  w a s  m i x e d  
w i t h  t h e  D N A  s o l u t i o n .  O n  t h e  d a y  o f  t r a n s f e c t i o n ,  1  x  l o 7  c e l l s / t r a n s f e c t i o n  w e r e  
c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d .  T h e  c e l l s  w e r e  
w a s h e d  i n  P B S ,  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  a g a i n  
d i s c a r d e d .  T h e  c e l l  p e l l e t  w a s  g e n t l y  r e - s u s p e n d e d  i n  t h e  D N A I D E A E - d e x t r a n  m i x .  T h e  
t r a n s f e c t i o n  c o c k t a i l s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7  " C  f o r  3 0  m i n u t e s  w i t h  g e n t l e  s w i r l i n g  e v e r y  
5 - 1 0  m i n u t e s  t o  a l l o w  h o m o g e n i s a t i o n .  T r a n s f e c t i o n s  w e r e  t e r m i n a t e d  b y  a d d i t i o n  o f  1 0  
m l  s u p p l e m e n t e d  m e d i u m .  T h e  c e l l s  w e r e  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  
m i n u t e s ,  w a s h e d  i n  P B S  a s  b e f o r e  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  2 5  c m 2  c e l l  c u l t u r e  f l a s k s  
c o n t a i n i n g  1 0  m l  s u p p l e m e n t e d  m e d i a  f o r  i n c u b a t i o n .  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  4 8  h  p o s t  
t r a n s f e c t i o n .  
2 . 4 . 6 . 5  M i c r o s c o p i c  a n a l y s i s  f o l l o w i n g  g e n e  t r a n s f e r  
F o l l o w i n g  s o m e  t r a n s f e c t i o n s  g e n e  t r a n s f e r  e f f i c i e n c y  w a s  m o n i t o r e d  b y  f l u o r e s c e n c e  
m i c r o s c o p y  f o r  g r e e n  f l u o r e s c e n t  p r o t e i n  ( G F P ) - e x p r e s s i n g  c e l l s  a t  4 - 7 2  h  p o s t  
t r a n s f e c t i o n .  A  v o l u m e  o f  6 0 0  p l  o f  s u s p e n s i o n  c e l l s  w a s  r e m o v e d  t o  a  1 . 5  m l  s t e r i l e  
e p p e n d o r f  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  a n d  
t h e  c e l l  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  2 0  p l  o f  P B S l O . 5  %  B S A  a n d  a p p l i e d  t o  a  g l a s s  
m i c r o s c o p e  s l i d e .  A  c o v e r s l i p  w a s  a p p l i e d  w i t h  c a r e  t a k e n  t o  a v o i d  a i r  b u b b l e s  a n d  t h e  
s l i d e  w a s  e x a m i n e d  u n d e r  b r i g h t  f i e l d  a n d  f l u o r e s c e n t  f i e l d  m i c r o s c o p y  u s i n g  a n  
O l y m p u s  D P - 5 0  f l u o r e s c e n t  m i c r o s c o p e  [ e x c i t a t i o n  4 5 0 - 5 0 0  n m ,  e m i s s i o n  5  1 5 - 5 6 5  
n m ]  w i t h  a  c a m e r a  a n d  S t u d i o L i f e  s o f t w a r e  ( O l y m p u s  O p t i c a l  C o m p a n y ) .  
2 . 4 . 6 . 6  H a r v e s t i n g  c e l l s  p o s t - t r a n s f e c t i o n  f o r  l u c i f e r a s e 1 ~ - g a l  a s s a y s  
C e l l s  w e r e  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  
c e l l s  w e r e  w a s h e d  o n c e  i n  s t e r i l e  P B S  a n d  c e n t r i f u g e d  a g a i n  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s .  
T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d ,  i n s u r i n g  a l l  t r a c e s  o f  P B S  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  p e l l e t .  
T h e  p e l l e t  w a s  r e - s u s p e n d e d  i n  5 0  p l  o f  1  X  r e p o r t e r  l y s i s  b u f f e r  ( d i l u t e d  w i t h  d H z O  
f r o m  a  5  X  s t o c k ,  P r o m e g a )  a n d  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  t r a n s f e r r e d  t o  a  m i c r o f u g e  t u b e .  T h e  
t u b e s  w e r e  v o r t e x e d  f o r  1 0 - 1 5  s e c o n d s .  T h e  l y s a t e s  w e r e  c l a r i f i e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  
1 3 , 0 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  s a v e d  i n  a  f r e s h  t u b e .  S a m p l e s  w e r e  s t o r e d  
a t  - 8 0  " C  u n t i l  l u c i f e r a s e 1 ~ - g a l a c t o s i d a s e  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d .  
2 . 4 . 6 . 7  L u c i f e r a s e  a s s a y  
D u r i n g  t r a n s f e c t i o n s ,  p r o m o t e r  a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  b y  m e a n s  o f  t h e  l u c i f e r a s e  
a s s a y .  F i r e f l y  l u c i f e r a s e ,  a  m o n o m e r i c  6 1  k D a  p r o t e i n ,  c a t a l y s e s  l u c i f e r i n  o x i d a t i o n  
u s i n g  A T P - M g "  a s  a  c o - s u b s t r a t e .  L i g h t  i s  p r o d u c e d  b y  c o n v e r t i n g  t h e  c h e m i c a l  e n e r g y  
o f  l u c i f e r i n  o x i d a t i o n  t h r o u g h  a n  e l e c t r o n  t r a n s i t i o n ,  f o r m i n g  t h e  p r o d u c t  m o l e c u l e  
o x y l u c i f e r i n .  I n  t h e  c o n v e n t i o n a l  a s s a y  f o r  l u c i f e r a s e ,  a  f l a s h  o f  l i g h t  i s  g e n e r a t e d  t h a t  
d e c a y s  r a p i d l y  a f t e r  t h e  e n z y m e  a n d  s u b s t r a t e s  a r e  c o m b i n e d .  
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L u c i f e r a s e  a s s a y  r e a g e n t  w a s  p r e p a r e d  b y  r e c o n s t i t u t i n g  l u c i f e r a s e  a s s a y  s u b s t r a t e  w i t h  
l u c i f e r a s e  a s s a y  b u f f e r  ( P r o m e g a )  a n d  s t o r e d  i n  a l i q u o t s  i n  t h e  d a r k  a t  - 7 0  " C .  A t  t h e  
t i m e  o f  a s s a y ,  i t  w a s  i m p o r t a n t  t o  a l l o w  s u f f i c i e n t  t i m e  f o r  t h e  l u c i f e r a s e  d e t e c t i o n  
r e a g e n t  t o  e q u i l i b r a t e  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e .  A  v o l u m e  o f  2 0  p l  o f  c e l l  l y s a t e  w a s  
d i s p e n s e d  i n t o  i n d i v i d u a l  w e l l s  i n  a  w h i t e  9 6  w e l l  p l a t e ,  a l o n g  w i t h  2 0  p l  o f  1  X  l y s i s  
b u f f e r  t o  a c t  a s  a  b l a n k .  S u b s e q u e n t l y ,  1 0 0  p l  o f  d e t e c t i o n  r e a g e n t  w a s  a d d e d  t o  t h e  
l y s a t e  t o  i n i t i a t e  e n z y m e  a c t i v i t y ,  m i x e d  b y  r e p e t i t i v e  p i p e t t i n g  ( 3  t i m e s )  a n d  l i g h t  
e m i s s i o n  i n t e g r a t e d  o v e r  a  p e r i o d  o f  6 0  s e c o n d s ,  a f t e r  l a g  p e r i o d  o f  1 0  s e c o n d s ,  w a s  
m e a s u r e d  o n  a  l u m i n o m e t e r  ( L a b s y s t e m s  L u m i n o s k a n  3 9  1 A ) .  L u c i f e r a s e  a c t i v i t y  l e v e l s  
w e r e  a d j u s t e d  f o r  t r a n s f e c t i o n  e f f i c i e n c i e s ,  e s t i m a t e d  u s i n g  P g a l a c t o s i d a s e  a s s a y .  
2 . 4 . 6 . 8  P - G a l a c t o s i d a s e  a s s a y  
W h e n  m e a s u r i n g  t h e  e f f e c t  o f  p r o m o t e r s  o r  e n h a n c e r s  o n  g e n e  e x p r e s s i o n ,  i t  i s  e s s e n t i a l  
t o  i n c l u d e  a n  i n t e r n a l  c o n t r o l  t h a t  w i l l  d i s t i n g u i s h  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  l e v e l  o f  
t r a n s c r i p t i o n  f r o m  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  e f f i c i e n c y  o f  t r a n s f e c t i o n  o r  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  
e x t r a c t s .  T h i s  i s  b e s t  a c h i e v e d  b y  c o - t r a n s f e c t i n g  t h e  c e l l s  w i t h  t w o  p l a s m i d s :  o n e  t h a t  
c a r r i e s  t h e  c o n s t r u c t  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n ,  a n d  a n o t h e r  t h a t  c o n s t i t u t i v e l y  e x p r e s s e s  a n  
a c t i v i t y  t h a t  c a n  b e  a s s a y e d  i n  a  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t .  A n  e n z y m e  f r e q u e n t l y  u s e d  f o r  
t h i s  i s  E .  c o l i  P - g a l a c t o s i d a s e .  T h e  P - g a l a c t o s i d a s e  ( P - g a l )  a s s a y  i s  a  c o n v e n i e n t  m e t h o d  
f o r  a s s a y i n g  P - g a l  a c t i v i t y  i n  l y s a t e s  p r e p a r e d  f r o m  c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  P - g a l  r e p o r t e r  
v e c t o r s ,  i n  t h i s  c a s e  p C M V - L a c Z .  
T h e  P g a l  a s s a y  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  a  s a m p l e  f r o m  t h e  s a m e  l y s a t e s  a s s a y e d  f o r  
l u c i f e r a s e  a c t i v i t y .  C e l l  e x t r a c t  ( 3 0  p l )  w a s  a d d e d  t o  3  p l  1 0 0  X  M g  s o l u t i o n ,  6 6  p l  1  X  
o - n i t r o p h e n y l - p - D - g a l a c t o p u r a n o s i d e  ( O N P G )  a n d  2 0 1  p l  0 . 1  M  s o d i u m  p h o s p h a t e  ( a l l  
d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x )  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7  " C  f o r  > 3 0  m i n u t e s  o r  u n t i l  a  f a i n t  y e l l o w  
c o l o u r  d e v e l o p e d .  T h i s  y e l l o w  c o l o u r  d e v e l o p m e n t  i s  t h e  r e s u l t  o f  h y d r o l y s i s  o f  O N P G  
b y  P - g a l  t o  f o r m  o - n i t r o p h e n y l .  A  r e a c t i o n  t u b e  w a s  i n c l u d e d  c o n t a i n i n g  1  X  l y s i s  b u f f e r  
i n s t e a d  o f  c e l l  l y s a t e  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  a  b a c k g r o u n d  r e a d i n g .  R e a c t i o n s  w e r e  t e r m i n a t e d  
b y  a d d i t i o n  o f  5 0 0  p l  1  M  N a z C 0 3  ( A p p e n d i x ) .  O p t i c a l  d e n s i t i e s  w e r e  r e a d  a t  4 2 0  n m  
u s i n g  a  S h i m a d z u  s p e c t r o p h o t o m e t e r  o v e r  a  l i n e a r  r a n g e  o f  0 . 2 - 0 . 8 .  
2 . 4 . 7  S t a b l e  T r a n s f e c t i o n s  
S t a b l e  c e l l s  l i n e s  w e r e  e s t a b l i s h e d  b y  t r a n s f e c t i o n  ( a s  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 6 )  f o l l o w e d  b y  
s e l e c t i o n  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  d r u g  4 8  h  l a t e r .  W i t h i n  2 - 4  w e e k s  d r u g  r e s i s t a n t  c e l l s  
g r e w  o u t .  I n  s o m e  c a s e s ,  s p e c i f i c  d r u g  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  s e l e c t i o n  i n  i n d i v i d u a l  c e l l  
l i n e s  w e r e  k n o w n  f r o m  p r e v i o u s  p u b l i c a t i o n s / p r o j e c t s ,  o t h e r w i s e  d r u g  c u r v e s  w e r e  
p r e p a r e d  i n  a d v a n c e  o f  t r a n s f e c t i o n  t o  d e t e r m i n e  t h e  m i n i m u m  d r u g  c o n c e n t r a t i o n  t o  
c a u s e  c e l l  d e a t h .  F o r  t h e  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  c e l l  l i n e ,  s t a b l e  c l o n e s  w e r e  s e l e c t e d  
w i t h  h y g r o m y c i n  a t  6 0 0  p g / m l ,  f o r  t h e  D G 7 5 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1 ,  s t a b l e  c l o n e s  w e r e  
s e l e c t e d  w i t h  h y g r o m y c i n  a t  4 0 0  p g l m l .  
2 . 4 . 8  M e a s u r e m e n t  o f  C e l l  P r o l i f e r a t i o n  
T h e  C e l l T i t e r  9 6  A q u e o u s  O n e  S o l u t i o n  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a s s a y  i s  a  c o l o r i m e t r i c  m e t h o d  
f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  n u m b e r  o f  v i a b l e  c e l l s  i n  p r o l i f e r a t i o n  o r  c y t o t o x i c i t y  a s s a y s .  T h e  
a s s a y  i s  b a s e d  o n  t h e  a d d i t i o n  o f  a  r e a g e n t  c o n t a i n i n g  a  n o v e l  t e t r a z o l i u m  c o m p o u n d 2  
( M T S )  a n d  a n  e l e c t r o n - c o u p l i n g  r e a g e n t " p ~ s )  t o  c e l l s  i n  c u l t u r e .  T h e  M T S  t e t r a z o l i u m  
c o m p o u n d  i s  b i o r e d u c e d  b y  c e l l s  i n t o  a  c o l o u r e d  f o r m a z o n  p r o d u c t  t h a t  i s  s o l u b l e  i n  c e l l  
c u l t u r e  m e d i a .  T h i s  c o n v e r s i o n  i s  t h o u g h t  t o  b e  f a c i l i t a t e d  b y  N A D P H  o r  N A D H  
p r o d u c e d  b y  d e h y d r o g e n a s e  e n z y m e s  i n  m e t a b o l i c a l l y  a c t i v e  c e l l s  ( B e r r i d g e  a n d  T a n ,  
1 9 9 3 ) .  T h e  q u a n t i t y  o f  f o r m a z o n  p r o d u c t  a s  m e a s u r e d  b y  t h e  a m o u n t  o f  a b s o r b a n c e  a t  a  
w a v e l e n g t h  o f  4 9 0  n m ,  i s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  n u m b e r  o f  l i v i n g  c e l l s  i n  c u l t u r e .  
T o  p e r f o r m  t h e  a s s a y ,  t h e  C e l l T i t e r  9 6  A q u e o u s  O n e  S o l u t i o n  w a s  t h a w e d  f r o m  f r o z e n  
i n  a  3 7  " C  w a t e r  b a t h .  S u b s e q u e n t l y ,  2 0  p l  o f  r e a g e n t  w a s  a d d e d  d i r e c t l y  t o  1 0 0  p l  o f  
c e l l s  i n  c u l t u r e  m e d i a  ( i n  t r i p l i c a t e )  i n  9 6 - w e l l  p l a t e s .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7  
" C I S  %  C O z  f o r  4  h  a n d  a b s o r b a n c e  a t  4 9 5  n m  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  a  T e c a n  S a f f i r e  I 1  
9 6 - w e l l  p l a t e  r e a d e r .  T r i p l i c a t e  c o n t r o l  w e l l s  c o n t a i n i n g  m e d i a  a l o n e  w e r e  p r e p a r e d  t o  
c o r r e c t  f o r  b a c k g r o u n d  a b s o r b a n c e .  
3 - ( 4 , 5 - d i m e t h y l t h i a z o 1 - 2 - y l ) - 5 - ( 3 - c a r b o x y m e t h o x y p h e n y ) - 2 - ( 4 - s u l f o p h e n y l ) - 2 H - t e t r a z o l i u m ,  ( M T S )  
p h e n a z i n e  e t h o s u l p h a t e ,  ( P E S )  
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2 . 4 . 9  A c r i d i n e  O r a n g e / E t h i d i u m  B r o m i d e  s t a i n i n g  
A c r i d i n e  o r a n g e  i s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  h o w  m a n y  c e l l s  w i t h i n  a  g i v e n  p o p u l a t i o n  h a v e  
u n d e r g o n e  a p o p t o s i s ,  b u t  i t  c a n n o t  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  v i a b l e  a n d  n o n v i a b l e  c e l l s .  F o r  
t h i s ,  a  m i x t u r e  o f  a c r i d i n e  o r a n g e  a n d  e t h i d i u m  b r o m i d e  i s  u s e d .  T h e  d i f f e r e n t i a l  u p t a k e  
o f  t h e s e  t w o  d y e s  a l l o w s  f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  v i a b l e  a n d  n o n v i a b l e  c e l l s .  
E a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  h a v e  n u c l e i  w i t h  a p o p t o t i c  m o r p h o l o g y  a n d  g e n e r a l l y  a p p e a r  
b r i g h t e r  t h a n  n o n a p o p t o t i c  n u c l e i  d u e  t o  c h r o m a t i n  c o n d e n s a t i o n ,  b u t  d o  n o t  s t a i n  w i t h  
e t h i d i u m  b r o m i d e  d u e  t o  a n  i n t a c t  p l a s m a  m e m b r a n e .  L a t e  a p o p t o t i c  a n d  n e c r o t i c  c e l l s  
a r e  d i f f u s e l y  r e d  d u e  t o  e t h i d i u m  b r o m i d e  s t a i n i n g  o f  D N A  a n d  R N A .  L i v e  i n t e r p h a s e  
c e l l  n u c l e i  f l u o r e s c e  g r e e n  a n d  h a v e  v a r i a t i o n s  i n  f l u o r e s c e n t  i n t e n s i t y  r e f l e c t i n g  t h e  
d i s t r i b u t i o n  o f  e u c h r o m a t i n  a n d  h e t e r o c h r o m a t i n .  A p o p t o t i c  n u c l e i ,  i n  c o n t r a s t ,  h a v e  
h i g h l y  c o n d e n s e d  c r e s c e n t s  a r o u n d  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  n u c l e u s  o r  t h e  e n t i r e  n u c l e u s  c a n  
b e  p r e s e n t  a s  o n e  o r  a  g r o u p  o f  f e a t u r e l e s s  b r i g h t  s p h e r i c a l  b e a d s .  
T h e  c e l l s  w e r e  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s ,  w a s h e d  w i t h  5  m l  o f  
P B S  ( A p p e n d i x )  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s .  T h e  c e l l  p e l l e t  w a s  r e -  
s u s p e n d e d  i n  2 0  f l  o f  P B S  a n d  a p p l i e d  t o  a  g l a s s  m i c r o s c o p e  s l i d e ,  t h e n  f i x e d  i n  i c e -  
c o l d  1 0 0  %  ( v l v )  i s o p r o p a n o l  f o r  5  m i n u t e s ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  r e h y d r a t e d  i n  P B S  f o r  1 0  
m i n u t e s .  T h e  c e l l s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  1 0  p g l m l  a c r i d i n e  o r a n g e l e t h i d i u m  b r o m i d e  
( A p p e n d i x )  f o r  5  m i n ,  r i n s e d  w i t h  P B S ,  a n d  v i s u a l i s e d  u s i n g  a n  O l y m p u s  D P - 5 0  
f l u o r e s c e n t  c a m e r a  w i t h  S t u d i o L i f e  s o f t w a r e  ( O l y m p u s  O p t i c a l  C o . ) .  
2 . 4 . 1 0  F l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s  
F l o w  c y t o m e t r y  m a y  b e  d e f i n e d  a s  a  t e c h n o l o g y  t o  m e a s u r e  p r o p e r t i e s  o f  c e l l s  a s  t h e y  
m o v e ,  o r  f l o w ,  i n  l i q u i d  s u s p e n s i o n .  M o s t  f l o w  c y t o m e t e r s  c a n  m e a s u r e  t w o  l u n d s  o f  
l i g h t  f r o m  c e l l s ,  l i g h t  s c a t t e r  a n d  f l u o r e s c e n c e .  L i g h t  s c a t t e r  i s  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  l i g h t  
a n d  m a t t e r .  A l l  m a t e r i a l s ,  i n c l u d i n g  c e l l s ,  w i l l  s c a t t e r  l i g h t .  I n  t h e  f l o w  c y t o m e t e r ,  l i g h t  
s c a t t e r  d e t e c t o r s  a r e  l o c a t e d  o p p o s i t e  t h e  l a s e r  ( r e l a t i v e  t o  t h e  c e l l ) ,  a n d  t o  o n e  s i d e  o f  
t h e  l a s e r ,  i n - l i n e  w i t h  t h e  f l u i d - f l o w l l a s e r  b e a m  i n t e r s e c t i o n .  T h e  m e a s u r e m e n t s  m a d e  
b y  t h e s e  d e t e c t o r s  a r e  c a l l e d  f o r w a r d  l i g h t  s c a t t e r  a n d  s i d e  l i g h t  s c a t t e r ,  r e s p e c t i v e l y .  
F o r w a r d  l i g h t  s c a t t e r  p r o v i d e s  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  r e l a t i v e  s i z e  o f  i n d i v i d u a l  c e l l s ,  
w h e r e a s  s i d e  l i g h t  s c a t t e r  p r o v i d e s  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  r e l a t i v e  g r a n u l a r i t y  o f  i n d i v i d u a l  
7 0  
c e l l s .  F l u o r e s c e n c e  i s  t h e  p r o p e r t y  o f  a  m o l e c u l e  t o  a b s o r b  l i g h t  o f  a  p a r t i c u l a r  
w a v e l e n g t h  a n d  r e - e m i t  l i g h t  o f  a  l o n g e r  w a v e l e n g t h .  T h e  w a v e l e n g t h  c h a n g e  r e l a t e s  t o  
a n  e n e r g y  l o s s  t h a t  t a k e s  p l a c e  i n  t h e  p r o c e s s .  
2 . 4 . 1 1  A n n e x i n  V l v i t a l  d y e  s t a i n i n g  
I n  n o r m a l  l i v e  c e l l s ,  p h o s p h a t i d y l  s e r i n e  ( P S )  i s  l o c a t e d  o n  t h e  c y t o p l a s m i c  s u r f a c e  o f  
t h e  c e l l  m e m b r a n e .  H o w e v e r ,  i n  a p o p t o t i c  c e l l s ,  P S  i s  t r a n s l o c a t e d  f r o m  t h e  i n n e r  t o  t h e  
o u t e r  l e a f l e t  o f  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e ,  t h u s  e x p o s i n g  P S  t o  t h e  e x t e r n a l  c e l l u l a r  
e n v i r o n m e n t .  T h e  h u m a n  a n t i c o a g u l a n t ,  a n n e x i n  V ,  i s  a  3 5 - 3 6  k D a  C a 2 + - d e p e n d e n t  
p h o s p h o l i p i d - b i n d i n g  p r o t e i n  t h a t  h a s  a  h i g h  a f f i n i t y  f o r  P S  a n d  c a n  b e  u s e d  t o  i d e n t i f y  
a p o p t o t i c  c e l l s  b y  b i n d i n g  t o  P S .  F l u o r e s c e n t  d y e s  t h a t  b i n d  t o  n u c l e o t i d e s  a n d  p e n e t r a t e  
o n l y  d a m a g e d  c e l l u l a r  m e m b r a n e s  w e r e  u s e d  ( v i t a l  d y e s ) .  I n t e r c a l a t i o n  c o m p l e x e s  a r e  
f o r m e d  b y  p r o p i d i u m  i o d i d e  ( P I )  o r  7 - A m i n o - a c t i n o m y c i n  ( 7 - A A D )  w i t h  d o u b l e -  
s t r a n d e d  D N A ,  w h i c h  e f f e c t  a n  a m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  f l u o r e s c e n c e .  
2 . 4 . 1 1 . 1  A n n e x i n  V - A l e x a  F l u o r  4 8 8 1 P I  
T h e  V y b r a n t o  A p o p t o s i s  A s s a y  K i t  ( I n v i t r o g e n )  c o n t a i n s  r e c o m b i n a n t  a n n e x i n  V  
c o n j u g a t e d  t o  A l e x a  F l u o r O  4 8 8  d y e  a n d  P I  n u c l e i c  a c i d  b i n d i n g  d y e .  A f t e r  s t a i n i n g  a  
c e l l  p o p u l a t i o n  w i t h  A l e x a  F l u o l O  4 8 8  a n n e x i n  V  a n d  P I  i n  t h e  p r o v i d e d  b i n d i n g  b u f f e r ,  
a p o p t o t i c  c e l l s  s h o w  g r e e n  f l u o r e s c e n c e ,  d e a d  c e l l s  s h o w  r e d  a n d  g r e e n  f l u o r e s c e n c e ,  
a n d  l i v e  c e l l s  s h o w  l i t t l e  o r  n o  f l u o r e s c e n c e .  
T o  p e r f o r m  t h e  a s s a y ,  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  w a s h e d  i n  i c e - c o l d  P B S .  T h e  c e l l  p e l l e t  
w a s  r e s u s p e n d e d  i n  1 X  a n n e x i n - b i n d i n g  b u f f e r ,  c e l l  d e n s i t y  w a s  d e t e r m i n e d  a n d  c e l l s  
w e r e  d i l u t e d  i n  1 X  a n n e x i n - b i n d i n g  b u f f e r  t o  - 1  x  l o 6  c e l l s / m l .  A  v o l u m e  o f  5  p l  o f  
a l e x a  f l u o r  4 8 8  a n n e x i n  V  s o l u t i o n  a n d  1  p l  o f  1 0 0  M r n l  P I  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  1 0 0  
p 1  o f  c e l l  s u s p e n s i o n .  T h e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 5  m i n u t e s  a n d  
4 0 0  p l  o f  1 X  a n n e x i n - b i n d i n g  b u f f e r  w a s  t h e n  a d d e d  a n d  t h e  s a m p l e s  w e r e  k e p t  o n  i c e  
a n d  a n a l y s e d  a s  s o o n  a s  p o s s i b l e  b y  f l o w  c y t o m e t r y .  
2 . 4 . 1 1 . 2  A n n e x i n  V - P E 1 7 - A A D  
T h e  A n n e x i n - P E  A p o p t o s i s  D e t e c t i o n  I t  ( B e c t o n  D i c k i n s o n )  c o n t a i n s  r e c o m b i n a n t  
a n n e x i n  V  c o n j u g a t e d  t o  t h e  f l u o r o c h r o m e ,  p h y c o e q t h r i n  ( P E )  a n d  t h e  v i t a l  d y e  7 -  
A A D .  V i a b l e  c e l l s  w i t h  i n t a c t  m e m b r a n e s  e x c l u d e  7 - A A D ,  w h e r e a s  t h e  m e m b r a n e s  o f  
d e a d  a n d  d a m a g e d  c e l l s  a r e  p e r m e a b l e  t o  7 - A A D .  C e l l s  t h a t  s t a i n  p o s i t i v e  f o r  A n n e x i n  
V - P E  a n d  n e g a t i v e  f o r  7 - A A D  a r e  u n d e r g o i n g  a p o p t o s i s .  C e l l s  t h a t  s t a i n  p o s i t i v e  f o r  
b o t h  A n n e x i n  V - P E  a n d  7 - A A D  a r e  e i t h e r  i n  t h e  e n d  s t a g e  o f  a p o p t o s i s ,  a r e  u n d e r g o i n g  
n e c r o s i s ,  o r  a r e  a l r e a d y  d e a d .  C e l l s  t h a t  s t a i n  n e g a t i v e  f o r  b o t h  A n n e x i n  V - P E  a n d  7 -  
A A D  a r e  a l i v e  a n d  n o t  u n d e r g o i n g  m e a s u r a b l e  a p o p t o s i s .  
T o  p e r f o r m  t h e  a s s a y ,  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  w a s h e d  t w i c e  i n  i c e - c o l d  P B S .  T h e  c e l l  
p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  1 X  a n n e x i n - b i n d i n g  b u f f e r  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  - 1  x  l o 6  
c e l l s l m l .  A  v o l u m e  o f  5  p l  o f  A n n e x i n  V - P E  s o l u t i o n  a n d  5  p l  o f  7 - A A D  s o l u t i o n  w e r e  
a d d e d  t o  1 0 0  p l  o f  c e l l  s u s p e n s i o n .  T h e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 5  
m i n u t e s  i n  t h e  d a r k  a n d  4 0 0  p l  o f  1 X  a n n e x i n - b i n d i n g  b u f f e r  w a s  t h e n  a d d e d  a n d  t h e  
s a m p l e s  w e r e  a n a l y s e d  w i t h i n  o n e  h o u r  b y  f l o w  c y t o m e t r y .  
2 . 4 . 1 2  S t a t i s t i c s  
T h e  p a r a m e t r i c  p a i r e d  t - t e s t  w a s  u s e d  t o  a s s e s s  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t w o  r e l a t e d  s a m p l e s  
( a s  d e s c r i b e d  b y  H a w k i n s ,  2 0 0 5 ,  p .  1 5 3 ) .  T h e  f o u r  s t e p s  o f  t h e  h y p o t h e s i s - t e s t i n g  
p r o c e d u r e  w e r e  f o l l o w e d .  T h e s e  w e r e  a s  f o l l o w s ;  T h e  n u l l  h y p o t h e s i s  w a s  s t a t e d ,  a  
c r i t i c a l  s i g n i f i c a n c e  l e v e l  ( a )  o f  5  %  ( 0 . 0 5 )  w a s  c h o s e n ,  t h e  t e s t  s t a t i s t i c  w a s  c a l c u l a t e d  
u s i n g  S P S S  s o f t w a r e  a n d  t h e  n u l l  h y p o t h e s i s  w a s  a c c e p t e d  o r  r e j e c t e d  u s i n g  P  v a l u e s  
g e n e r a t e d  o n  t h e  c o m p u t e r  o u t p u t .  
P  v a l u e  <  a ( 0 . 0 5 )  =  r e j e c t  n u l l  h y p o t h e s i s  
s i g n i f i c a n t  r e s u l t  
P  v a l u e  >  a ( 0 . 0 5 )  =  a c c e p t  n u l l  h y p o t h e s i s  
-  
n o n -  s i g n i f i c a n t  r e s u l t .  
2 . 5  T u m o u r  T i s s u e  M e t h o d s  
T u m o u r  b i o p s i e s  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  E B V  p o s i t i v e  a n d  E B V  n e g a t i v e  H L  w e r e  
i n v e s t i g a t e d  f o r  b f l - 1  e x p r e s s i o n  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a  l e a d i n g  H L  r e s e a r c h  l a b o r a t o r y  a t  
t h e  U n i v e r s i t y  o f  B i r m i n g h a m ,  U K .  T h e  l a b o r a t o r y  v i s i t e d  w a s  t h a t  o f  D r .  P a u l  M u r r a y ,  
a t  t h e  I n s t i t u t e  f o r  C a n c e r  S t u d i e s .  T i s s u e  s e c t i o n s  f r o m  t h e s e  b i o p s i e s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  
l a s e r  c a p t u r e  m i c r o d i s s e c t i o n  ( L C M )  o f  H R S  c e l l s  a n d  f o r  i n  s i t u  h y b r i d i s a t i o n  ( I S H )  
u s i n g  a n t i - b f l - 1  r i b o p r o b e s  ( S e c t i o n  3 . 2 . 1 . 3 ) .  
2 . 5 . 1  T i s s u e  s e c t i o n i n g  
F o r  t h e  s u c c e s s f u l  p r e s e r v a t i o n  o f  R N A ,  s p e c i a l  p r o c e d u r e s  w e r e  e s s e n t i a l  b o t h  d u r i n g  
t i s s u e  p r e p a r a t i o n  a n d  i n  s u b s e q u e n t  L C M  a n d  I S H  t e c h n i q u e s .  R N a s e - f r e e  r e a g e n t s  a n d  
e q u i p m e n t  w e r e  u s e d  t h r o u g h o u t .  A l l  g l a s s w a r e  w a s  w a s h e d ,  d r i e d  a n d  c o v e r e d  i n  
a l u m i n i u m  f o i l  a n d  b a k e d  i n  a  d r y  o v e n  a t  2 4 0  " C  f o r  a  m i n i m u m  o f  4  h .  F i l t e r  p i p e t t e  
t i p s  w e r e  b o u g h t  a s  c e r t i f i e d  D N a s e R N a s e - f r e e .  A l l  p i p e t t e s / m i c r o p i p e t t e s  w e r e  w i p e d  
d o w n  w i t h  a b s o l u t e  a l c o h o l  a n d  e x p o s e d  t o  u l t r a v i o l e t  l i g h t  f o r  1  h .  G l o v e s  w e r e  w o r n  a t  
a l l  t i m e s .  R N a s e - Z A P  ( S i g m a - A l d r i c h ) ,  a  s p r a y  c o n t a i n i n g  a n  R N a s e - i n h i b i t o r  w a s  
r e p e a t e d l y  a p p l i e d  t o  m a t e r i a l s  a n d  s u r f a c e s  u s e d  t h r o u g h o u t  t i s s u e  s e c t i o n i n g  a n d  
L C M I I S H .  
2 . 5 . 1 . 1  T i s s u e  s e c t i o n i n g  f o r  L C M  
T i s s u e  s e c t i o n s  f o r  L C M  w e r e  c u t  o n t o  P E N  ( p o l y e t h y l e n e  n a p h t h a l a t e )  m e m b r a n e  s l i d e s  
( P A L M  M i c r o l a s e r ) .  P E N  m e m b r a n e  i s  h i g h l y  a b s o r p t i v e  i n  t h e  U V - A  r a n g e ,  w h i c h  
f a c i l i t a t e s  l a s e r  c u t t i n g .  P r i o r  t o  s e c t i o n  c u t t i n g ,  s l i d e s  w e r e  s p r a y e d  o n  b o t h  s i d e s  w i t h  
R N a s e - Z A P ,  r i n s e d  t w i c e  i n  n u c l e a s e - f r e e  H z 0  ( S i g m a - A l d r i c h )  a n d  d r i e d  a t  3 7  " C  f o r  3 0  
m i n u t e s .  T h e  s l i d e s  w e r e  U V - i r r a d i a t e d  f o r  3 0  m i n u t e s .  A p a r t  f r o m  s t e r i l i s i n g  a n d  
e r a d i c a t i n g  a n y  r e m a i n i n g  n u c l e a s e s ,  t h i s  i r r a d i a t i o n  s t e p  s e r v e d  t o  i n c r e a s e  t h e  
h y d r o p h i l i c i t y  o f  t h e  m e m b r a n e  f o r  i n c r e a s e d  t i s s u e  a d h e r e n c e .  
A  m i c r o t o m e  w a s  u s e d  t o  c u t  7  p  s e c t i o n s  f r o m  f r o z e n  t u m o u r  t i s s u e s  i n  a  c r y o s t a t  
( L e i c a  C M I 9 0 0 ) .  T h e  m i c r o t o m e  b l a d e  a n d  c u t t i n g  a r e a  w e r e  c l e a n e d  a n d  s t e r i l i s e d  w i t h  
a b s o l u t e  a l c o h o l  b e t w e e n  
e a c h  t i s s u e  b l o c k  t o  a v o i d  c r o s s - c o n t a m i n a t i o n  o f  t i s s u e .  
T i s s u e  s e c t i o n s  w e r e  i m m e d i a t e l y  f i x e d  i n  1 0 0  %  ( v / v )  e t h a n o l  f o r  1 5  m i n u t e s .  
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F o r  l a s e r  c a p t u r e  p r i o r  s t a i n i n g  w a s  n e c e s s a r y  t o  v i s u a l i s e  c e l l  a n d  t i s s u e  m o r p h o l o g y .  
H a e m a t o x y l i n  s t a i n i n g  i s  r o u t i n e l y  u s e d  a s  i t  d o e s  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  R N A  a n d  s t a i n s  t h e  
n u c l e i  b l u e .  T h e  g l a s s  s l i d e s  w e r e  i m m e r s e d  i n  M a y e r ' s  H a e m a l u m  ( B D H )  ( a  s o l u t i o n  o f  
h a e m a t o x y l i n  a n d  a l u m )  f o r  3 0  s e c o n d s  i n  a n  R N a s e - f r e e  s t a i n i n g  t r a y ,  t h e n  w a s h e d  i n  
n u c l e a s e - f r e e  w a t e r  f o r  2  m i n u t e s  a n d  d e h y d r a t e d  b y  i m m e r s i o n  t w i c e  i n  1 0 0  %  ( v l v )  
e t h a n o l  f o r  1 0  m i n u t e s .  T h e  s l i d e s  w e r e  a l l o w e d  t o  a i r - d r y .  I d e a l l y ,  L C M  w a s  p e r f o r m e d  
i m m e d i a t e l y  a f t e r  s e c t i o n i n g  b u t  i f  t h i s  w a s  n o t  p o s s i b l e ,  f r o z e n  s e c t i o n s  w e r e  s t o r e d  a t  -  
7 0  " C .  P r i o r  t o  u s e ,  s e c t i o n s  w e r e  s l o w l y  b r o u g h t  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
2 . 5 . 1 . 2  T i s s u e  s e c t i o n i n g  f o r  i r z  s i t u  h y b r i d i s a t i o n  
P r i o r  t o  t i s s u e  c u t t i n g ,  a l l  s l i d e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  v e c t a b o n d T M  R e a g e n t  ( V e c t o r  
L a b o r a t o r i e s ,  U K ) ,  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  7  m l  o f  ~ e c t a b o n c  R e a g e n t  t o  3 5 0  m l  o f  
a c e t o n e  ( B D H ) .  D N a s e / R N a s e - f r e e  ~ n o w c o a ?  m i c r o s c o p e  s l i d e s  ( S u r g i p a t h  E u r o p e )  
w e r e  w a s h e d  i n  s l i d e  r a c k s  i n  a c e t o n e  f o r  5  m i n u t e s .  T h e  s l i d e s  w e r e  t h e n  s o a k e d  i n  t h e  
v e c t a b o n d T M  s o l u t i o n  f o r  5  m i n u t e s ,  b e f o r e  b e i n g  r i n s e d  w i t h  n u c l e a s e - f r e e  w a t e r  f o r  3 0  
s e c o n d s .  S l i d e s  w e r e  c o v e r e d  a n d  a l l o w e d  t o  d r y  o v e r n i g h t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  b e f o r e  
u s e .  
A  m i c r o t o m e  w a s  u s e d  t o  c u t  7  p m  s e c t i o n s  o n t o  t h e  s l i d e s  i n  a  c r y o s t a t  a t  - 2 0  OC f r o m  
f r o z e n  t i s s u e s ,  s e c t i o n s  w e r e  b r i e f l y  a l l o w e d  t o  d r y  o n t o  t h e  v e c t a b o n d T " - c o a t e d  s l i d e s  
a n d  f i x e d  i n  4  %  ( v l v )  p a r a f o r m a l d e h y d e  ( A p p e n d i x ) .  T h e  m i c r o t o m e  b l a d e  a n d  c u t t i n g  
a r e a  w e r e  c l e a n e d  a n d  s t e r i l i s e d  w i t h  a b s o l u t e  a l c o h o l  b e t w e e n  e a c h  t i s s u e  b l o c k  t o  
a v o i d  c r o s s - c o n t a m i n a t i o n  o f  t i s s u e .  A l l  t i s s u e  s e c t i o n s  w e r e  s t o r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  
i n  D N a s e I R N a s e - f r e e  c o n d i t i o n s  u n t i l  f u r t h e r  u s e  i n  I S H  t e c h n i q u e s .  
2 . 5 . 2  L a s e r  C a p t u r e  M i c r o d i s s e c t i o n  
L C M  i s  a  n o v e l  t e c h n i q u e  t h a t  p e r m i t s  a  o n e - s t e p  p r o c u r e m e n t  o f  p u r e  c e l l s  f r o m  t i s s u e  
a n d  c e l l  p r e p a r a t i o n s  b y  u s i n g  t h e  p r e c i s i o n  o f  l a s e r s  t o  s e l e c t i v e l y  a d h e r e  t a r g e t  c e l l s  t o  
a  t h e r m o p l a s t i c  t r a n s f e r  m e m b r a n e .  T h e  l a s e r  s y s t e m  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w a s  P A L M @  
M i c r o B e a m  s y s t e m  f r o m  P A L M  M i c r o l a s e r  T e c h n o l o g e s  w i t h  a  Z e i s s  m i c r o s c o p e  a n d  
P A L M  R o b o S o f t w a r e .  T h i s  s y s t e m  p e r m i t s  m i c r o d i s s e c t i o n  a n d  m i c r o a b l a t i o n  u s i n g  
l a s e r  p r e s s u r e  c a t a p u l t i n g  ( L P C )  t e c h n o l o g y ,  w h i c h  a l l o w s  n o n - c o n t a c t  c a p t u r e  o f  l a r g e ,  
h o m o g e n e o u s  c e l l  a r e a s ,  s m a l l  c e l l  c l u s t e r s ,  s i n g l e  c e l l s  o r  c h r o m o s o m e s .  
T h e  t i s s u e  s e c t i o n s  ( S e c t i o n  2 . 5 . 1 . 1 )  c u t  o n  P E N - L P C  m e m b r a n e  s l i d e s  w e r e  e x a m i n e d  
u s i n g  t h e  i n v e r t e d  m i c r o s c o p e .  A  v o l u m e  o f  3 0  pl o f  c e l l  l y s i s  b u f f e r  ( A b s o l u t e l y  R N A  
N a n o p r e p  k i t )  w a s  a d d e d  t o  t h e  d e t a c h e d  c a p  o f  a  0 . 5  m l  m i c r o f u g e  t u b e ,  w h i c h  w a s  
t h e n  m o u n t e d  u p s i d e  d o w n  i n  t h e  c a p  h o l d e r  ( F i g u r e  2 . 1 ) .  T h e  c e l l s  o f  i n t e r e s t  w e r e  
i d e n t i f i e d  a n d  p r e d e f i n e d  b y  o u t l i n i n g  w i t h  a  g r a p h i c  t o o l  u s i n g  t h e  R o b o S o f t w a r e ,  w h i c h  
a u t o m a t i c a l l y  p e r f o r m e d  t h e  l a s e r  a c t i v a t i o n  a n d  c a t a p u l t i n g .  T h e  P E N - L P C  m e m b r a n e  
w a s  e a s i l y  c u t  w i t h  t h e  s a m p l e  a n d  a c t e d  l i k e  a  s t a b i l i s i n g  b a c k b o n e  d u r i n g  c a t a p u l t i n g  o f  
m i c r o d i s s e c t e d  t i s s u e  t o  t h e  l y s i s  b u f f e r - c o n t a i n i n g  c a p .  
A  0  
L a s e r  
h o u s i n g  
I  1 -  
-L a s e r  b e a m  
'I 
c a p  k m b r a m  M m b m n a  
n s w e  S l i d a  S l i d s  
a o a t ~ o n ~  - /  
1  
J o y s t ~ d c  -  
O b j e c t ~ v e -  O b j e c t i v e -  
I  L y s l s  b u f f e r  7  C a t a p u l t i n g  o f  t i s s u e  
F i g u r e  2 . 1  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  L C M  
T h e  s y s t e m  c o n s i s t s  o f  a n  i n v e r t e d  m i c r o s c o p e ,  a  s o l i d  s t a t e  n e a r  i n f r a r e d  l a s e r  d i o d e ,  a  l a s e r  c o n t r o l  u n i t ,  
a  j o y  s t i c k  c o n t r o l l e d  m i c r o s c o p e  s t a g e ,  a  C C D  c a m e r a ,  a n d  a  c o l o u r  m o n i t o r .  ( A )  A c t i v a t i o n  o f  t h e  l a s e r  
l e a d s  t o  f o c a l  m e l t i n g  o f  t h e  p o l y m e r  m e m b r a n e .  ( B )  C e l l s  o r  t i s s u e  s e c t i o n  a d h e r e n t  t o  t h e  a c t i v a t e d  
m e m b r a n e  a r e  c a t a p u l t e d  i n t o  l y s i s  b u f f e r - c o n t a i n i n g  c a p .  A d a p t e d  f r o m  F e n d  a n d  R a f f e l d ,  2 0 0 0 .  
F o l l o w i n g  m i c r o d i s s e c t i o n ,  t h e  c a p  c o n t a i n i n g  t h e  c e l l s  i n  3 0  p l  o f  l y s i s  b u f f e r  f i t t e d  d i r e c t l y  
o n t o  a  s t a n d a r d  0 . 5  m l  m i c r o f u g e  t u b e  t o  w h i c h  a  f u r t h e r  7 0  p l  o f  l y s i s  b u f f e r  w a s  a d d e d  
( t o  g i v e  t o t a l  v o l u m e  o f  1 0 0  p l  l y s i s  b u f f e r ) .  A l t h o u g h  t h e  t r a n s f e r r e d  t i s s u e  w a s  f i r m l y  
b o u n d  t o  t h e  t r a n s f e r  f i l m ,  i t  w a s  c o m p l e t e l y  a c c e s s i b l e  t o  a q u e o u s  s o l u t i o n s  a n d  e x t r a c t i o n  o f  
c e l l  c o m p o n e n t s .  R N A  w a s  e x t r a c t e d  u s i n g  t h e  A b s o l u t e l y  R N A  N a n o p r e p  K i t  ( S e c t i o n  
2 . 6 . 4 ) .  
2 . 5 . 3  I n  s i t u  h y b r i d i s a t i o n  ( I S H )  
R N A - R N A  I S H  u s i n g  a n t i - b J E - 1  r i b o p r o b e s  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  E B V + / -  H L  c a s e s  i n  a n  
a t t e m p t  t o  d e t e c t  b J I - 1  m R N A  i n  i d e n t i f i e d  c e l l s  o f  H L  t i s s u e .  D i g o x i g e n i n - l a b e l l e d  
p r o b e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  i n  v i t r o  t r a n s c r i p t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  p G E M - b f l - 1 - R P  
( T a b l e  2 - 5 )  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d i g o x i g e n i n - l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s .  H y b r i d i s a t i o n  o f  p r o b e s  
t o  t i s s u e  a n d  s u b s e q u e n t  d e t e c t i o n  o f  D I G - l a b e l l e d  p r o b e s  w e r e  p e r f o r m e d  ( S e c t i o n  
3 . 2 . 1 . 3 ) .  
2 . 5 . 3 . 1  S y n t h e s i s  o f  d i g o x i g e n i n - l a b e l e d  R N A  p r o b e s  
S e n s e  a n d  a n t i - s e n s e  r i b o p r o b e s  w e r e  s y n t h e s i s e d  a s  ' r u n - o f f '  t r a n s c r i p t s  f r o m  
l i n e a r i s e d  t e m p l a t e  D N A .  p G E M - b f l - I - R P  w a s  l i n e a r i s e d  b y  r e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  
( S e c t i o n  2 . 3 . 3 )  u s i n g  H i n d 1 1 1  o r  E c o R I  e n z y m e s  a n d  a n t i s e n s e  o r  s e n s e  t r a n s c r i p t s  w e r e  
t r a n s c r i b e d  b y  S P 6  a n d  T 7  R N A  p o l y m e r a s e s  ( R o c h e )  r e s p e c t i v e l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  
d i g o x i g e n i n  ( D I G ) - l a b e l l e d  r i b o n u c l e o t i d e  ( R o c h e ) .  
F o r  i n  v i t r o  t r a n s c r i p t i o n ,  t h e  r e a g e n t s  i n  T a b l e  2 - 1  1  w e r e  m i x e d  i n  t h e  o r d e r  l i s t e d  a n d  
i n c u b a t e d  f o r  2  h  a t  3 7  " C .  A  v o l u m e  o f  1 0  p l  o f  y e a s t  t R N A  ( I n v i t r o g e n )  a n d  2  p l  
R N a s e - f r e e  D N a s e  I  ( S i g m a - A l d r i c h )  w a s  a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x  a n d  i n c u b a t e d  f o r  
1 5  m i n u t e s  a t  3 7  " C .  
T a b l e  2 - 1 1  I n  v i t r o  t r a n s c r i p t i o n  r e a c t a n t s  
* 4 0 0  m M  T r i s C l  ( p H  8 . 2 5 ) ,  6 0  m M  M g C I 2 ,  2 0  m M  s p e r m i d i n e  ( R o c h e )  
* * l o  m M  G T P ,  1 0  m M  A T P ,  1 0  m M  C T P ,  6 . 5  m M  U T P ,  3 . 5  m M  d i g o x i g e n i n  U T P ;  p H  8 . 0  ( R o c h e )  
R e a c t a n t  V o l u m e  
S t e r i l e ,  n u c l e a s e - f r e e  H 2 0  1 3  p 1  
1 0  X  t r a n s c r i p t i o n  b u f f e r *  
2  f l  
0 . 2  M  D i t h i o t h r e i t o l  1  PJ 
N u c l e o t i d e  m i x * *  2 f l  
L i n e a r i s e d  p l a s m i d  D N A  ( I  p g l m l )  1  PJ 
R N a s i n  ( 1 0 0  U / m l )  1  N  
R N A  p o l y m e r a s e  ( S P 6  o r  T 7 ,  1 0  U I p 1 )  1  P  
T o t a l  2 1  p 1  
T o  p r e c i p i t a t e  t h e  R N A  t r a n s c r i p t s ,  2 0  p l  o f  3  M  s o d i u m  a c e t a t e  ( S i g m a - A l d r i c h )  a n d  
1 4 8  p l  o f  n u c l e a s e - f r e e  H z O  ( S i g m a - A l d r i c h )  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  t u b e .  T h e  t u b e s  w e r e  
v o r t e x e d  a n d  2 0 0  p l  o f  p h e n o l - c h l o r o f o r m  w a s  a d d e d  a n d  f o l l o w e d  b y  v o r t e x i n g  a n d  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 3 , 0 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  t o p  a q u e o u s  l a y e r  
w a s  r e m o v e d  t o  a  n e w  0 . 5  m l  m i c r o f u g e  t u b e  a n d  2 0  p l  o f  3  M  s o d i u m  a c e t a t e  w a s  
a d d e d  t o  e a c h  s a m p l e  f o l l o w e d  b y  4 0 0  p l  o f  i c e - c o l d  1 0 0  %  ( v l v )  e t h a n o l .  T h e  s a m p l e s  
w e r e  v o r t e x e d  a n d  a l l o w e d  t o  p r e c i p i t a t e  a t  - 8 0  OC f o r  1 - 2 4  h .  T h e  R N A  w a s  t h e n  
p e l l e t e d  a t  1 3 , 0 0 0  x  g  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  4  OC a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  c a r e f u l l y  a s p i r a t e d .  T h e  
R N A  p e l l e t  w a s  w a s h e d  w i t h  2 5 0  p l  o f  7 0  %  ( v l v )  e t h a n o l  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 3 , 0 0 0  x  g  
f o r  3 0  m i n u t e s  a t  4  " C .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  c a r e f u l l y  a s p i r a t e d  a n d  t h e  R N A  p e l l e t  w a s  
a l l o w e d  t o  d r y  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  A  v o l u m e  o f  1 3  p l  o f  1 0 0  m M  D T T  a n d  1 2  p l  o f  
n u c l e a s e - f r e e  H z O  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  s a m p l e ,  f o l l o w e d  b y  1  h  r e f r i g e r a t i o n  a t  4  OC. 
F i n a l l y  1 5  p l  o f  f o r m a m i d e  ( S i g m a - A l d r i c h )  w a s  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  a n d  t h e  p r o b e s  
w e r e  s t o r e d  a t  - 2 0  " C  u n t i l  r e q u i r e d .  
2 . 5 . 3 . 2  H y b r i d i s a t i o n  
T i s s u e  s e c t i o n s  o n  c o a t e d  s l i d e s  w e r e  d e h y d r a t e d  i n  x y l e n e  t w i c e  f o r  5  m i n u t e s  a n d  1 0 0  
%  ( v l v )  e t h a n o l  t w i c e  f o r  5  m i n u t e s .  T h e  e t h a n o l  w a s  w a s h e d  o f f  w i t h  P B S  a n d  s l i d e s  
w e r e  l e f t  i n  P B S  f o r  5  m i n u t e s .  E n d o g e n o u s  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  w a s  b l o c k e d  b y  1 0 -  
m i n u t e  i n c u b a t i o n  i n  3  %  ( v l v )  h y d r o g e n  p e r o x i d e  ( S i g m a - A l d r i c h )  i n  m e t h a n o l ,  a n d  
t h e n  w a s h e d  i n  P B S  f o r  1 0  m i n u t e s .  P r o n a s e  E  s o l u t i o n  ( 0 . 6  p g l m l )  w a s  p r e p a r e d  b y  
d i l u t i n g  s t o c k  s o l u t i o n  ( 1 0  m g l m l )  i n  D E P C  H 2 0 ,  a l l o w i n g  1 0 0  p l  p e r  s l i d e .  S e c t i o n s  
w e r e  i n c u b a t e d  i n  1 0 0  p l  o f  p r o n a s e  E  f o r  5  m i n u t e s ,  r i n s e d  i n  P B S  f o r  5  m i n u t e s ,  t h e n  
d e h y d r a t e d  i n  e t h a n o l  f o r  5  m i n u t e s  a n d  a i r - d r i e d .  
A n  a p p r o p r i a t e l y  s i z e d  G e n e f r a m e  ( 2 5  p 1 ,  6 5  p 1 ,  o r  1 2 5  p l ;  A d v a n c e d  B i o t e c h n o l o f l e s )  
w a s  p l a c e d  o n t o  t h e  s l i d e  s o  t h a t  i t  s u r r o u n d e d  t h e  t i s s u e  s e c t i o n .  T h e  D I G - l a b e l l e d  
s e n s e  a n d  a n t i - s e n s e  p r o b e s  ( S e c t i o n  2 . 5 . 3 . 1 )  w e r e  t h a w e d ,  p u l s e  c e n t r i f u g e d  a n d  h e a t e d  
t o  8 0  " C  f o r  3 0  s e c o n d s  b e f o r e  b e i n g  p l u n g e d  s t r a i g h t  i n t o  i c e .  T h e  p r o b e s  w e r e  t h e n  
m i x e d  a n d  d i l u t e d  1 : 2 0 0  w i t h  i n  s i t u  h y b r i d i s a t i o n  s o l u t i o n  ( S i g m a - A l d r i c h ) .  T h e  
a p p r o p r i a t e  v o l u m e  o f  2 5  p 1 ,  6 5  p 1 ,  o r  1 2 5  p l  o f  s e n s e l a n t i - s e n s e  p r o b e  s o l u t i o n  w a s  
t h e n  a d d e d  i n s i d e  t h e  G e n e f r a m e  t o  t h e  t i s s u e  s e c t i o n s .  A  G e n e f r a m e  p o l y e s t e r  c o v e r  
s l i p  w a s  s l o w l y  p r e s s e d  o v e r  t h e  g e n e  f r a m e ,  a p p l y i n g  p r e s s u r e  f r o m  o n e  e n d ,  s p r e a d i n g  
t h e  p r o b e  m i x t u r e  e v e n l y  o v e r  t h e  t i s s u e  s e c t i o n  w i t h o u t  t r a p p i n g  a i r  b u b b l e s .  T h i s  
c r e a t e d  a  c o m p l e t e  s e a l  a r o u n d  t h e  t i s s u e  s e c t i o n ,  p r e v e n t i n g  e v a p o r a t i o n  o f  t h e  p r o b e  
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m i x t u r e  d u r i n g  t h e  h i g h  t e m p e r a t u r e  i n c u b a t i o n  p e r i o d .  T h e  s l i d e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  
a t  5 0  " C  o v e r n i g h t .  
2 . 5 . 3 . 3  D e t e c t i o n  o f  D I G - l a b e l e d  p r o b e s  
F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  G e n e f r a m e s  a n d  c o v e r s l i p s  w e r e  c a r e f u l l y  r e m o v e d  a n d  s l i d e s  
w e r e  p l a c e d  i n  a  s t a i n i n g  t r a y  ( a  l i d  w a s  u s e d  d u r i n g  a l l  i n c u b a t i o n s  t o  m i n i m i s e  
e v a p o r a t i o n ) ,  w a s h e d  o n c e  i n  2  X  S S C  ( A p p e n d i x )  f o r  5  m i n u t e s ,  w a s h e d  t w i c e  0 . 1  X  
S S C  ( A p p e n d i x )  f o r  5  m i n u t e s  e a c h  t i m e  a n d  w a s h e d  o n c e  i n  P B S  f o r  5  m i n u t e s .  T h e  
P B S  s o l u t i o n  w a s  t i p p e d  o f f ,  t h e  a r e a  o f  t h e  s l i d e  a r o u n d  t h e  c e l l s l t i s s u e  w a s  c a r e f u l l y  
d r i e d ,  a n d  a  r i n g  o f  w a x  w a s  a p p l i e d  ( P A P  p e n ;  S i g m a - A l d r i c h )  t o  k e e p  s u b s e q u e n t  
r e a g e n t  a p p l i c a t i o n  c o n t a i n e d  t o  t h e  c e l l s / t i s s u e  a r e a .  F o l l o w i n g  a  1 0 - m i n u t e  i n c u b a t i o n  
w i t h  1 0 0  p 1  o f  h o r s e  b l o c k i n g  s e r u m  ( d i l u t e d  1 : 4 0  i n  P B S ,  f r o m  t h e  V e c t a s t a i n  
U n i v e r s a l  Q u i c k  k i t ,  V e c t o r  L a b s )  t o  p r e v e n t  n o n - s p e c i f i c  i m m u n o r e a c t i v i t y ,  d e t e c t i o n  
o f  D I G - l a b e l l e d  p r o b e s  w a s  p e r f o r m e d  b y  i n c u b a t i o n  w i t h  SO p 1  m o u s e  m o n o c l o n a l  
a n t i - d i g o x i g e n i n  a n t i b o d y  ( S i g m a - A l d r i c h )  d i l u t e d  1 :  1 0 0 0  w i t h  P B S  f o r  1  h .  S e c o n d a r y  
d e t e c t i o n  r e a g e n t s  w e r e  s u p p l i e d  i n  t h e  V e c t a s t a i n  U n i v e r s a l  Q u i c k  K i t .  A  v o l u m e  o f  
1 0 0  p 1  o f  b i o t i n y l a t e d  u n i v e r s a l  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  ( d i l u t e d  1 : 2 0  i n  P B S  w i t h  1 0  %  
( v l v )  b l o c k i n g  s e r u m )  w a s  a d d e d  t o  e a c h  t i s s u e  s e c t i o n  f o r  1 0  m i n u t e s .  S e c t i o n s  w e r e  
w a s h e d  i n  P B S  f o r  5  m i n u t e s ,  f o l l o w e d  b y  a  1 0 - m i n u t e  i n c u b a t i o n  i n  1 0 0  p l  o f  t h e  
s t r e p t a v i d i n l p e r o x i d a s e  p r e - f o r m e d  c o m p l e x  a n t i b o d y  ( d i l u t e d  1 : 4 0  w i t h  P B S ) ,  a n d  a  
f i n a l  5 - m i n u t e  w a s h  i n  P B S .  
D e t e c t i o n  o f  a n t i g e n - b o u n d  p e r o x i d a s e s  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  S i g m a f a s t  D A B  
s u b s t r a t e  s y s t e m  ( S i g m a - A l d r i c h ) .  O n e  D A B  t a b l e t  a n d  o n e  u r e a h y d r o g e n  p e r o x i d e  
t a b l e t  w a s  d i s s o l v e d  i n  5  m l  P B S .  A  m i n i m u m  o f  2 0 0  p l  o f  t h i s  s u b s t r a t e  s o l u t i o n  w a s  
a p p l i e d  t o  e a c h  t i s s u e  s e c t i o n  f o r  1 0  m i n u t e s ,  d u r i n g  w h i c h  t i m e  t h e  s u b s t r a t e  w a s  
c o n v e r t e d  t o  a n  i n s o l u b l e  b r o w n  p r o d u c t  b y  t h e  a n t i g e n - b o u n d  p e r o x i d a s e s .  
H a e m a t o x y l i n  ( s t a i n e d  n u c l e i  b l u e )  a n d  e o s i n  c o u n t e r - s t a i n i n g  ( s t a i n e d  c y t o p l a s m  
r e d l p i n k )  o f  t i s s u e  s e c t i o n s  w a s  p e r f o r m e d  t o  f a c i l i t a t e  p a t h o l o g i c a l  r e v i e w .  S l i d e s  w e r e  
i m m e r s e d  i n  M a y e r ' s  h a e m a t o x y l i n  ( B D H )  f o r  1 0  s e c o n d s  b e f o r e  w a s h i n g  t h o r o u g h l y  i n  
t a p  w a t e r .  S c o t t ' s  t a p  w a t e r  ( S u r g i p a t h  E u r o p e )  w a s  t h e n  u s e d  t o  ' b l u e '  t h e  
h a e m a t o x y l i n  f o r  1  m i n u t e ,  b e f o r e  w a s h i n g  t h o r o u g h l y  a g a i n  i n  t a p  w a t e r .  T h e  s l i d e s  
w e r e  i m m e r s e d  i n  E o s i n  ( B D H )  f o r  1 0  s e c o n d s  b e f o r e  b e i n g  r i n s e d  o f f  w i t h  t a p  w a t e r .  
T i s s u e  s e c t i o n s  w e r e  t h e n  d e h y d r a t e d  t h r o u g h  e t h a n o l  t w i c e ,  f o r  5  m i n u t e s  f o l l o w e d  b y  
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x y l e n e  t w i c e  f o r  5  m i n u t e s ,  b e f o r e  b e i n g  m o u n t e d  w i t h  o n e  d r o p  o f  D P X  m o u n t i n g  
m e d i u m  ( S u r g i p a t h  E u r o p e )  a n d  c o v e r s l i p s  ( S u r g i p a t h  E u r o p e ) .  S l i d e s  w e r e  d r i e d  f l a t  
o v e r n i g h t  b e f o r e  m i c r o s c o p i c  a n a l y s i s .  
2 . 6  R N A  A n a l y s i s  
2 . 6 . 1  R N a s e - f r e e  e n v i r o n m e n t  
B e c a u s e  R N A  i s  e a s i l y  d e g r a d e d  b y  u b i q u i t o u s  R N a s e s ,  s t a n d a r d  p r o c e d u r e s  w e r e  
e m p l o y e d  t o  a v o i d  t h i s  p o t e n t i a l  h a z a r d  ( S a m b r o o k  e t  a l . ,  1 9 8 9 ) .  
P r i o r  t o  r u n n i n g  a n  R N A  g e l ,  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  a p p a r a t u s  w a s  t r e a t e d  t o  r e m o v e  a n y  
R N a s e .  T h e  t a n k ,  g e l  t r a y ,  c o m b  a n d  l i d  w e r e  w a s h e d  i n  d e t e r g e n t  a n d  r i n s e d  w e l l  i n  
D E P C - t r e a t e d  H z O ,  t h e n  i n  1 0 0  %  ( v l v )  e t h a n o l  a n d  f i n a l l y  a l l o w e d  t o  a i r  d r y .  T h e  t a n k ,  
g e l  t r a y  a n d  c o m b  w e r e  i m m e r s e d  i n  a  3  %  ( v l v )  s o l u t i o n  o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  ( S i g m a -  
A l d r i c h )  f o r  1 5  m i n u t e s .  T h e  a p p a r a t u s  w a s  t h e n  r i n s e d  t h o r o u g h l y  i n  D E P C  t r e a t e d  
u p H a O  a n d  a l l o w e d  t o  d r y .  B e c a u s e  h a n d s  a r e  a  m a j o r  s o u r c e  o f  R N a s e  c o n t a m i n a t i o n ,  
g l o v e s  w e r e  u s e d  a t  a l l  t i m e s  a n d  c h a n g e d  f r e q u e n t l y .  
2 . 6 . 2  R N A  a n a l y s i s  b y  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  
I n  o r d e r  t o  e x a m i n e  R N A  t r a n s c r i p t s l a s c e r t a i n  t h e  i n t e g r i t y  o f  R N A ,  i s o l a t e d  s a m p l e s  
w e r e  r u n  o n  1 . 5  %  ( w l v )  a g a r o s e  g e l s .  T h e  a p p r o p r i a t e  a m o u n t  o f  a g a r o s e  w a s  d i s s o l v e d  
i n  D E P C - t r e a t e d  H 2 0  a n d  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  S e c t i o n  2 . 3 . 1 3 .  T h e  R N A  s a m p l e s  ( 1  
p l )  w e r e  p r e p a r e d  f o r  e l e c t r o p h o r e s i s  b y  a d d i n g  3  p l  o f  R N A  s a m p l e  b u f f e r  ( A p p e n d i x )  
a n d  m a d e  u p  t o  1 5  p l  i n  D E P C - t r e a t e d  H z O .  T h e  s a m p l e s  w e r e  h e a t e d  t o  6 5  " C  f o r  1 0  
m i n u t e s  p r i o r  t o  l o a d i n g  o n  t h e  g e l .  T h e  g e l  w a s  r u n  i n  1  X  T A E  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  
2 . 3 . 1 3 .  A s  e t h i d i u m  b r o m i d e  i s  i n c l u d e d  i n  t h e  R N A  s a m p l e  b u f f e r  t h e  g e l s  d i d  n o t  
r e q u i r e  f u r t h e r  s t a i n i n g  a n d  c o u l d  b e  v i s u a l i s e d  d i r e c t l y  o n  a  U V  t r a n s - i l l u m i n a t o r .  
2 . 6 . 3  R N A  e x t r a c t i o n  f r o m  c u l t u r e d  c e l l s  
P r i o r  t o  R N A  i s o l a t i o n  t h e  c o n d i t i o n  o f  c e l l s  w a s  r e v i e w e d  b y  p h a s e  c o n t r a s t  
m i c r o s c o p y .  A  c e l l  c o u n t  w a s  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 4 .  
2 . 6 . 3 . 1  R N A  e x t r a c t i o n  u s i n g  T r i  r e a g e n t  
C e l l s  g r o w n  i n  s u s p e n s i o n  w e r e  p e l l e t e d  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s ,  w a s h e d  o n c e  i n  P B S  
a n d  t h e  c e l l  p e l l e t  l y s e d  b y  r e p e a t  p i p e t t i n g  i n  T r i  R e a g e n t  ( S i g m a - A l d r i c h ) .  A  v o l u m e  
o f  1  m l  o f  T r i  r e a g e n t  w a s  u s e d  p e r  1  x  l o 7  c u l t u r e d  c e l l s .  T h e  l y s a t e  w a s  l e f t  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  f o r  f i v e  m i n u t e s  a f t e r  w h i c h  t i m e  t h e  p r o c e d u r e  c o u l d  b e  h a l t e d  b y  s t o r i n g  
s a m p l e s  a t  - 8 0  " C .  
P h a s e  s e p a r a t i o n  w a s  a c h i e v e d  b y  a d d i n g  2 0 0  pJ o f  c h l o r o f o r m  p e r  1  m l  o f  l y s a t e .  T h e  
s a m p l e s  w e r e  c o v e r e d  a n d  s h a k e n  g e n t l y  b u t  t h o r o u g h l y  f o r  1 5  s e c o n d s  o r  u n t i l  
c o m p l e t e l y  e m u l s i f i e d .  
S a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 5  m i n u t e s .  
T h e  r e s u l t i n g  m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 3 , 0 0 0  x  g  f o r  2 0  m i n u t e s  a t  4  " C .  D u r i n g  
c e n t r i f u g a t i o n  t h e  m i x t u r e  s e p a r a t e d  i n t o  a  l o w e r  r e d ,  p h e n o l - c h l o r o f o r m  p h a s e ,  a n  
i n t e r p h a s e  a n d  a  c o l o u r l e s s  u p p e r  a q u e o u s  p h a s e .  T h e  a q u e o u s  p h a s e ,  w h i c h  c o n t a i n e d  
t h e  R N A ,  w a s  r e m o v e d  t o  a  f r e s h  t u b e  a n d  R N A  w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  a d d i t i o n  o f  5 0 0  p l  
o f  i c e - c o l d  i s o p r o p a n o l  p e r  m l  o f  T r i  r e a g e n t  u s e d  i n i t i a l l y .  T h e  s a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  
f o r  1 0  m i n u t e s  o n  i c e  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 3 , 0 0 0  x  g  f o r  1 5  m i n u t e s  a t  4  " C .  T h e  
r e s u l t i n g  R N A  p e l l e t  w a s  w a s h e d  u s i n g  1  m l  o f  7 5  %  ( v l v )  e t h a n o l  b y  i n v e r t i n g  t h e  t u b e  
5  t i m e s .  T h e  p e l l e t s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 3 , 0 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s  a t  4  " C ,  a n d  t h e  
7 5  %  ( v l v )  e t h a n o l  w a s  a s p i r a t e d .  P e l l e t s  w e r e  a i r  d r i e d  a n d  d i s s o l v e d  i n  D E P C  t r e a t e d  
u p H z O .  T h e  r e s u l t i n g  R N A  p r e p a r a t i o n  w a s  h e a t e d  a t  6 0  " C  a n d  m i x e d  g e n t l y  t o  e n s u r e  
a  h o m o g e n e o u s  s o l u t i o n  p r i o r  t o  a l i q u o t i n g .  A n  a l i q u o t  w a s  r e m o v e d  f o r  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c  ( S e c t i o n  2 . 3 . 1 2 )  a n d  g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  a n a l y s i s  ( S e c t i o n  2 . 3 . 1 3 )  
a n d  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  p u r i f i e d  R N A  w a s  s t o r e d  a t  -  8 0  OC. 
2 . 6 . 3 . 2  T o t a l  R N A  i s o l a t i o n  f r o m  c e l l s  u s i n g  Q I A g e n  ~ ~ e a s ~ ~  k i t  
R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  s m a l l  n u m b e r s  o f  c u l t u r e d  c e l l s  ( 4  x  1 0 3  u s i n g  a n  R N e a s y  
k i t  ( Q I A g e n )  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  p r o t o c o l  ( R N e a s y  M i n i  H a n d b o o k ,  2 0 0 6 ) .  
A n  a l i q u o t  o f  p u r i f i e d  R N A  w a s  r e m o v e d  f o r  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  ( S e c t i o n  2 . 3 . 1 2 )  a n d  
g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  a n a l y s i s  ( S e c t i o n  2 . 6 . 2 )  p r i o r  t o  R T - P C R .  
2 . 6 . 4  Q u a n t i f i c a t i o n  o f  m R N A  f r o m  c u l t u r e d  c e l l s  b y  R T - q P C R  
T h e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  m R N A  p u r i f i e d  f r o m  c u l t u r e d  c e l l s  w a s  p e r f o r m e d  i n  a  t w o - s t e p  
p r o c e d u r e .  I n  t h e  f i r s t  s t e p ,  c D N A  w a s  p r e p a r e d  f r o m  R N A  b y  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  
( R T )  w i t h  r a n d o m  h e x a m e r s  s e r v i n g  a s  p r i m e r s .  D u r i n g  t h e  s e c o n d  s t e p ,  c D N A  w a s  
a m p l i f i e d  b y  r e a l  t i m e  q u a n t i t a t i v e  P C R  ( q P C R ) .  R e a l - t i m e  q P C R  i s  i n c r e a s i n g l y  b e i n g  
a d o p t e d  f o r  R N A  q u a n t i f i c a t i o n  b a s e d  o n  i t s  a b i l i t y  t o  d e t e c t  t h e  a m o u n t  o f  P C R  
p r o d u c t  p r e s e n t  a t  e v e r y  c y c l e  ( i . e .  i n  r e a l  t i m e ) ,  a s  o p p o s e d  t o  t h e  e n d p o i n t  d e t e c t i o n  b y  
c o n v e n t i o n a l  P C R  m e t h o d s ,  t h u s  a l l o w i n g  t h e  r e a l - t i m e  p r o g r e s s  o f  t h e  r e a c t i o n ,  
e s p e c i a l l y  i t s  e x p o n e n t i a l  p h a s e ,  t o  b e  v i e w e d .  T h e  r e a l - t i m e  P C R  a p p r o a c h  i s  b a s e d  o n  
t h e  d e t e c t i o n  a n d  q u a n t i f i c a t i o n  o f  a  f l u o r e s c e n t  r e p o r t e r ,  w h e r e  t h e  s i g n a l  i n c r e a s e s  i n  
d i r e c t  p r o p o r t i o n  t o  t h e  a m o u n t  o f  P C R  p r o d u c t  i n  a  r e a c t i o n .  T a q M a n  g e n e  e x p r e s s i o n  
a s s a y s  w e r e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  f o r  c o m p a r a t i v e  g e n e  e x p r e s s i o n  a n a l y s i s ,  n o r m a l i s i n g  
w i t h  g a p d h  o r  p - a c t i n  e n d o g e n o u s  c o n t r o l  m R N A  l e v e l s .  
2 . 6 . 4 . 1  M o l o n e y  M u r i n e  L e u k e m i a  V i r u s  ( M - M L V )  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  
I n  t h i s  p r o c e s s  m R N A  w a s  t r a n s c r i b e d  i n t o  c D N A  u s i n g  M o l o n e y  M u r i n e  L e u k e m i a  
V i r u s  ( M - M L V )  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e .  I n i t i a l l y ,  2  p l  o f  r a n d o m  h e x a m e r s  w a s  a d d e d  t o  
2  p g  R N A  a n d  t h e  v o l u m e  b r o u g h t  u p  t o  1 0  p l  w i t h  D E P C  H 2 0 .  T h e  m i x t u r e  w a s  
h e a t e d  t o  7 0  " C  f o r  5  m i n u t e s ,  t o  d e s t a b i l i s e  s e c o n d a r y  m R N A  s t r u c t u r e s ,  a n d  t h e n  
p l a c e d  o n  i c e .  T h e n ,  t h e  R T  r e a c t a n t s  w e r e  a d d e d  i n  t h e  o r d e r  l i s t e d  i n  T a b l e  2 - 1 2 .  
T a b l e  2 - 1 2  M M L V  R T  r e a c t a n t s  
C o m p o n e n t  V o l u m e  
R e v e r s e  T r a n s c r i p t a s e  b u f f e r  ( 5  X )  
8  f l  
d N T P  m i x  ( 2 0  m M )  
B S A  ( 4  ~ g l f l )  
D E P C  H 2 0  
R N a s i n  r i b o n u c l e a s e  i n h i b i t o r  
M - M L V  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  ( 2 0 0  U I N )  
T o t a l  
T h e  r e a c t i o n s  w e r e  p l a c e d  i n  a  H y b a i d  t h e r m o c y c l e r  a t  3 7  " C  f o r  1  h  a n d  9 5  " C  f o r  2  
m i n u t e s  f o l l o w e d  b y  s t o r a g e  a t  4  " C .  
2 . 6 . 4 . 2  R e a l  t i m e  r e l a t i v e  P C R  ( ( I - P C R )  
c D N A  g e n e r a t e d  b y  R T  w a s  q u a n t i f i e d  b y  r e a l  t i m e  P C R  u s i n g  t h e  T a q M a n  g e n e  
e x p r e s s i o n  a s s a y s  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ) ,  w h i c h  c o n s i s t e d  o f  t w o  u n l a b e l e d  p r i m e r s  f o r  
a m p l i f y i n g  t h e  s e q u e n c e  o f  i n t e r e s t  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  9 0 0  n M  e a c h )  a n d  o n e  d u a l -  
l a b e l e d  T a q M a n  M G B  p r o b e  ( 6 - F A M  d y e -  a n d  T A M R A - l a b e l e d )  f o r  d e t e c t i n g  t h e  
s e q u e n c e  o f  i n t e r e s t  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 5 0  n M ) .  T h e  P C R  r e a c t i o n  e x p l o i t s  t h e  5 ' -  
3 '  n u c l e a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  D N A  p o l y m e r a s e  s y s t e m  t o  c l e a v e  a  T a q M a n  p r o b e  d u r i n g  
P C R  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  2 . 2 .  
Q u a n t i f i c a t i o n  o f  a  c D N A  t a r g e t  w a s  n o r m a l i s e d  f o r  d i f f e r e n c e s  a c r o s s  
e x p e r i m e n t s / s a m p l e s  u s i n g  a n  e n d o g e n o u s  c o n t r o l  a s  a n  a c t i v e  r e f e r e n c e  ( g a p d h  o r  / I -  
a c t i n ) .  T h e  P C R  r e a c t i o n  m i x  w a s  p r e p a r e d  f o r  e a c h  s a m p l e  ( i n  t r i p l i c a t e )  b y  a d d i t i o n  o f  
t h e  r e a g e n t s  l i s t e d  i n  T a b l e  2 - 1 3  t o  t h e  i n d i v i d u a l  w e l l s  o f  a  9 6 - w e l l  r e a c t i o n  p l a t e  
( A p p l i e d  B i o s y s t e m s )  f o l l o w e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  2  p l  o f  c D N A  t o  g i v e  a  t o t a l  r e a c t i o n  
v o l u m e  o f  2 5  p l .  
n e v e m e  
P r i m e r  
P o l y m e r i z a t i o n  
F a r w e  r d  
5 '  
5 '  3 '  
-  6 '  
S t r a n d  D i s p l a c e m e n t  
5'- 
3 '  6 '  
5 '  3 '  
-  5' 
C l e a v a g e  
5 '  
3 '  5' 
5 '  
4-.;: 
P o l y m e r i z a t i o n  
C o m p l e t e d  
5 ' 1  
=  - 0  
3'- 
'  
5 '  
5 '  3 '  
5 '  
F i g u r e  2 . 2  P r i n c i p l e s  o f  t h e  T a q M a n  a s s a y  p r i m e r s  a n d  p r o b e s  
W h e n  t h e  p r o b e  i s  i n t a c t ,  t h e  p r o x i m i t y  o f  t h e  r e p o r t e r  d y e  t o  t h e  q u e n c h e r  d y e  r e s u l t s  i n  
s u p p r e s s i o n  o f  t h e  r e p o r t e r  f l u o r e s c e n c e  p r i m a r i l y  b y  F o r s t e r - t y p e  e n e r g y  t r a n s f e r  
( F o r s t e r ,  1 9 4 8 ;  L a k o w i c z ,  1 9 8 3 ) .  D u r i n g  P C R ,  i f  t h e  t a r g e t  o f  i n t e r e s t  i s  p r e s e n t ,  t h e  
p r o b e  s p e c i f i c a l l y  a n n e a l s  b e t w e e n  t h e  f o r w a r d  a n d  r e v e r s e  p r i m e r  s i t e s .  T h e  5 ' - 3 '  
n u c l e o l y t i c  a c t i v i t y  o f  t h e  D N A  p o l y m e r a s e  s y s t e m  c l e a v e s  t h e  p r o b e  b e t w e e n  t h e  
r e p o r t e r  a n d  t h e  q u e n c h e r  o n l y  i f  t h e  p r o b e  h y b r i d i s e s  t o  t h e  t a r g e t .  T h e  p r o b e  f r a g m e n t s  
a r e  t h e n  d i s p l a c e d  f r o m  t h e  t a r g e t ,  a n d  p o l y m e r i s a t i o n  o f  t h e  s t r a n d  c o n t i n u e s .  T h e  3 '  
e n d  o f  t h e  p r o b e  i s  b l o c k e d  t o  p r e v e n t  e x t e n s i o n  o f  t h e  p r o b e  d u r i n g  P C R .  T h i s  p r o c e s s  
o c c u r s  i n  e v e r y  c y c l e  a n d  d o e s  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  e x p o n e n t i a l  a c c u m u l a t i o n  o f  
p r o d u c t .  T h e  i n c r e a s e  i n  f l u o r e s c e n c e  s i g n a l  i s  d e t e c t e d  o n l y  i f  t h e  t a r g e t  s e q u e n c e  i s  
c o m p l e m e n t a r y  t o  t h e  p r o b e  a n d  i s  a m p l i f i e d  d u r i n g  P C R .  B e c a u s e  o f  t h e s e  
r e q u i r e m e n t s ,  a n y  n o n - s p e c i f i c  a m p l i f i c a t i o n  i s  n o t  d e t e c t e d  ( A d a p t e d  f r o m  A p p l i e d  
B i o s y s t e m s  W h i t e  P a p e r  o n  T a q M a n  g e n e  e x p r e s s i o n  a s s a y s  
h t t p : / / d o c s . a p p l i e d b i o s y s t e m s . c o m / p e b i o d o c d O O l O 6 7 3 7 . p d ~ .  
T a b l e  2 - 1 3  R e a l  t i m e  q P C R  r e a c t a n t s  
C o m p o n e n t  V o l u m e / R e a c t i o n  
A s s a y  1 . 2 5  111 
2 0  x  T a q M a n  P C R  m a s t e r  m i x *  1 2 . 5  p l  
N u c l e a s e  F r e e  H 2 0  9 . 2 5  p1 
T o t a l  2 3  p l  
* T a q M a n  u n i v e r s a l  P C R  M a s t e r  m i x  c o n t a i n e d  A m p l i T a q  g o l d  p o l y m e r a s e ,  d N T P s  a n d  t h e  p a s s i v e  
r e f e r e n c e ,  R O X .  
T h e  p l a t e  w a s  c o v e r e d  w i t h  a n  o p t i c a l  a d h e s i v e  c o v e r  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  2 , 0 0 0  x  g  f o r  2  
m i n u t e s  t o  e l i m i n a t e  a i r  b u b b l e s  a n d  t h e  r e a c t i o n  p l a t e  w a s  p l a c e d  i n  t h e  i n s t r u m e n t .  
A m p l i f i c a t i o n  a n d  d e t e c t i o n  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  a n  A B I  P r i s m  7 5 0 0  s e q u e n c e  
d e t e c t i o n  s y s t e m  u n d e r  t h e  f o l l o w i n g  c o n d i t i o n s :  1 0  m i n u t e s  a t  9 5  OC t o  a c t i v a t e  
A m p l i T a q  G o l d  D N A  p o l y m e r a s e ,  a n d  4 5  c y c l e s  o f  1 5  s e c o n d s  a t  9 5  " C  a n d  1  m i n u t e  a t  
6 0  " C .  
D u r i n g  a m p l i f i c a t i o n ,  t h e  A B I  P r i s m  s e q u e n c e  d e t e c t o r  m o n i t o r e d  r e a l - t i m e  P C R  
a m p l i f i c a t i o n  b y  q u a n t i t a t i v e l y  a n a l y s i n g  f l u o r e s c e n c e  e m i s s i o n s .  T h e  r e p o r t e r  d y e  
( F A M )  s i g n a l  w a s  m e a s u r e d  a g a i n s t  t h e  i n t e r n a l  r e f e r e n c e  d y e  ( R O X )  s i g n a l  t o  
n o r m a l i s e  f o r  n o n - P C R - r e l a t e d  f l u o r e s c e n c e  f l u c t u a t i o n s  o c c u r r i n g  f r o m  w e l l  t o  w e l l .  
T h e  t h r e s h o l d  c y c l e  r e p r e s e n t e d  t h e  r e f r a c t i o n  c y c l e  n u m b e r  a t  w h i c h  a  p o s i t i v e  
a m p l i f i c a t i o n  r e a c t i o n  w a s  m e a s u r e d  a n d  w a s  s e t  a t  1 0  t i m e s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  
t h e  m e a n  b a s e l i n e  e m i s s i o n  c a l c u l a t e d  f o r  P C R  c y c l e s  3  t o  1 5 .  T h e  r e s u l t s  w e r e  
a n a l y s e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  C o m p a r a t i v e  C T  m e t h o d  ( A A C T )  a s  d e s c r i b e d  b y  L i v a k  a n d  
S c h m i t t g e n ,  2 0 0  1 .  
2 . 6 . 5  R N A  e x t r a c t i o n  f r o m  L a s e r  C a p t u r e  M i c r o d i s s e c t e d  C e l l s  
T h e  A b s o l u t e  R N A  ( S t r a t a g e n e )  N a n o p r e p  k i t  a l l o w e d  r a p i d  p u r i f i c a t i o n  o f  h i g h  q u a l i t y  
t o t a l  R N A  f r o m  c e l l s  h a r v e s t e d  b y  L C M  ( s m a l l  n u m b e r  o f  c e l l s  [ l  c e l l  t o  5  x  l o 5  c e l l s ] ) .  
C e l l s  w e r e  d i s r u p t e d  i n  1 0 0  p l  l y s i s  b u f f e r  c o n t a i n i n g  a  s t r o n g  p r o t e i n  d e n a t u r a n t  ( t h e  
c h a o t r o p i c  s a l t  g u a n i d i n e  t h i o c y a n a t e )  a n d  0 . 7  p l  b - m e r c a p t o e t h a n o l ,  p e r m i t t i n g  
e f f e c t i v e  c e l l  l y s i s  a n d  p r e v e n t i n g  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  R N A  b y  R N a s e s .  F o l l o w i n g  c e l l  
l y s i s ,  e a c h  s a m p l e  w a s  t h e n  m i x e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  7 0  %  ( v l v )  e t h a n o l  a n d  
a p p l i e d  t o  a  s p i n  c u p  w h e r e  t h e  R N A  b o u n d  t o  a  s i l i c a - b a s e d  f i b e r  m a t r i x .  A f t e r  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 3 , 0 0 0  x  g  f o r  2  m i n u t e s  a n d  d i s p o s a l  o f  t h e  f l o w - t h r o u g h ,  t h e  f i b r e  
m a t r i x  w a s  w a s h e d  w i t h  6 0 0  p l  l o w - s a l t  w a s h  b u f f e r  a n d  t h e n  d r i e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  
1 3 , 0 0 0  x  g  f o r  2  m i n u t e s .  D N a s e  t r e a t m e n t ,  t o  r e m o v e  c o n t a m i n a t i n g  D N A ,  w a s  
p e r f o r m e d  b y  a d d i t i o n  o f  5 0  U  D N a s e  ( S i g m a - A l d r i c h )  a n d  2 5  p l  D N a s e  d i g e s t i o n  
b u f f e r  i n  a  1 5 - m i n u t e  i n c u b a t i o n  a t  3 7  " C .  T h e  f i b r e  m a t r i x  w a s  w a s h e d  w i t h  5 0 0  p l  
h i g h - s a l t  w a s h ,  f o l l o w e d  b y  6 0 0  a n d  3 0 0  p l  l o w - s a l t  w a s h e s  t o  r e m o v e  D N a s e  a n d  o t h e r  
c o n t a m i n a n t s .  T h e  s p i n  c u p  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 3 , 0 0 0  x  g  f o r  2  m i n u t e s  t o  d r y  t h e  f i b e r  
m a t r i x .  R N A  w a s  e l u t e d  f r o m  t h e  f i b r e  m a t r i x  w i t h  3 0  p l  e l u t i o n  b u f f e r  ( 1 0  m M  T r i s ,  
p H  7 . 5 ) .  T h e  p u r i f i e d  R N A  w a s  s u b s e q u e n t l y  u s e d  i n  q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  R T -  
P C R  r e a c t i o n s .  
2 . 6 . 6  Q u a l i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  m R N A  f r o m  m i c r o d i s s e c t e d  c e l l s  
R N A  f r o m  m i c r o d i s s e c t e d  c e l l s  w a s  a n a l y s e d  f o r  b j Z - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  u s i n g  t h e  
O n e S t e p  R T - P C R  k i t  ( Q I A g e n )  a n d  b f l - I - s p e c i f i c  i n t e r n a l  a n d  e x t e r n a l  ( B F L - 1  I N T  F I R  
a n d  B F L - 1  E X T  F I R )  p r i m e r s  l i s t e d  i n  T a b l e  2 - 6 .  
2 . 6 . 6 . 1  O n e S t e p  R T - P C R  
T h e  O n e S t e p  R T - P C R  K i t  c o n t a i n s  o p t i m i s e d  c o m p o n e n t s  t h a t  a l l o w  b o t h  R T  a n d  P C R  
a m p l i f i c a t i o n  t o  t a k e  p l a c e  i n  w h a t  i s  c o m m o n l y  r e f e r r e d  t o  a s  a  " o n e - s t e p "  r e a c t i o n .  
T h e  O n e S t e p  R T - P C R  E n z y m e  M i x  p r o v i d e s  h i g h l y  e f f i c i e n t  a n d  s p e c i f i c  R T  u s i n g  t w o  
r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e s ;  O m n i s c r i p t  a n d  S e n s i s c r i p t  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e s .  O m n i s c r i p t  
r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  i s  s p e c i a l l y  d e s i g n e d  f o r  R T  o f  R N A  a m o u n t s  g r e a t e r  t h a n  5 0  n g ,  
a n d  S e n s i s c r i p t  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  i s  o p t i m i s e d  f o r  u s e  w i t h  v e r y  s m a l l  a m o u n t s  o f  
R N A  ( c 5 0  n g ) .  H o t S t a r T a q  D N A  P o l y m e r a s e  i n c l u d e d  i n  t h e  O n e S t e p  R T - P C R  e n z y m e  
m i x  p r o v i d e s  h o t - s t a r t  P C R  f o r  h i g h l y  s p e c i f i c  a m p l i f i c a t i o n .  D u r i n g  R T ,  H o t S t a r T a q  
D N A  P o l y m e r a s e  i s  c o m p l e t e l y  i n a c t i v e  a n d  d o e s  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  r e v e r s e -  
t r a n s c r i p t a s e  r e a c t i o n .  A f t e r  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  b y  O m n i s c r i p t  a n d  S e n s i s c r i p t  R e v e r s e  
T r a n s c r i p t a s e s ,  r e a c t i o n s  a r e  h e a t e d  t o  9 5  " C  f o r  1 5  m i n u t e s  t o  a c t i v a t e  H o t S t a r T a q  
D N A  P o l y m e r a s e  a n d  t o  s i m u l t a n e o u s l y  i n a c t i v a t e  t h e  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e s .  T h i s  h o t -  
s t a r t  p r o c e d u r e  u s i n g  H o t S t a r T a q  D N A  P o l y m e r a s e  e l i m i n a t e s  e x t e n s i o n  f r o m  
n o n s p e c i f i c a l l y  a n n e a l e d  p r i m e r s  a n d  p r i m e r - d i m e r s  i n  t h e  f i r s t  c y c l e  e n s u r i n g  h i g h l y  
s p e c i f i c  a n d  r e p r o d u c i b l e  P C R .  O n e S t e p  R T - P C R  w a s  p e r f o r m e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  
m a n u f a c t u r e r ' s  i n s t r u c t i o n s  ( Q I A G E N  O n e S t e p  R T - P C R  H a n d b o o k ,  2 0 0 2 ) .  
2 . 6 . 7  Q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  m R N A  f r o m  m i c r o d i s s e c t e d  c e l l s  
T h e  r e l a t i v e  l e v e l  o f  b j Z - 1  m R N A  f r o m  m i c r o d i s s e c t e d  c e l l s  w a s  q u a n t i f i e d  b y  R T -  
q P C R  u s i n g  t h e  S e n s i s c r i p t  R T - P C R  k i t  ( Q I A g e n )  ( S e c t i o n  2 . 6 . 7 . 1 )  f o l l o w e d  b y  
q u a n t i t a t i v e  P C R  u s i n g  T a q M a n  a s s a y s  f o r  b j Z - 1  a n d  g a p d h ;  e n d o g e n o u s  c o n t r o l  
( S e c t i o n  2 . 6 . 4 . 2 ) .  
2 . 6 . 7 . 1  S e n s i s c r i p t  R T  
S e n s i s c r i p t  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e ,  w h i c h  h a s  a  h i g h  a f f i n i t y  f o r  R N A ,  e n a b l e s  e f f i c i e n t  
a n d  s e n s i t i v e  R T  o f  < 5 0  n g  R N A .  
I n i t i a l l y  t h e  t e m p l a t e  R N A ,  p r i m e r  s o l u t i o n s ,  1 0  X  b u f f e r  R T ,  d N T P  m i x  a n d  R N a s e -  
f r e e  w a t e r  w e r e  t h a w e d  o n  i c e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  s t o r e d  o n  i c e  i m m e d i a t e l y  a f t e r  
t h a w i n g .  R N a s e  i n h i b i t o r  ( R N a s i n ;  4 0  u n i t s l p l )  w a s  d i l u t e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  
1 0  u n i t s l p l  i n  i c e - c o l d  l x  B u f f e r  R T  ( a n  a l i q u o t  o f  t h e  1 0  X  B u f f e r  R T  w a s  d i l u t e d  
a c c o r d i n g l y  u s i n g  t h e  R N a s e - f r e e  w a t e r  s u p p l i e d ) .  A  f r e s h  d i l u t i o n  o f  R N a s e  i n h i b i t o r  
w a s  p r e p a r e d  e a c h  t i m e .  A  f r e s h  m a s t e r  m i x  w a s  p r e p a r e d  o n  i c e  a c c o r d i n g  t o  T a b l e  
2 - 1 4 .  T h e  m a s t e r  m i x  w a s  m i x e d  t h o r o u g h l y  a n d  c a r e f u l l y  b y  v o r t e x i n g  f o r  n o  m o r e  
t h a n  5  s e c o n d s ,  t h e n  c e n t r i f u g e d  b r i e f l y  t o  c o l l e c t  r e s i d u a l  l i q u i d  f r o m  t h e  w a l l s  o f  t h e  
t u b e ,  a n d  s t o r e d  o n  i c e .  T h e  m a s t e r  m i x  c o n t a i n e d  a l l  c o m p o n e n t s  r e q u i r e d  f o r  f i r s t -  
s t r a n d  s y n t h e s i s  e x c e p t  t h e  t e m p l a t e  R N A .  
T h e  a p p r o p r i a t e  v o l u m e  o f  m a s t e r  m i x  w a s  d i s t r i b u t e d  i n t o  i n d i v i d u a l  r e a c t i o n  t u b e s ,  
k e p t  o n  i c e .  T e m p l a t e  R N A  w a s  a d d e d  t o  t h e  i n d i v i d u a l  t u b e s  c o n t a i n i n g  t h e  m a s t e r  
m i x .  T h e  r e a c t i o n  w a s  i n c u b a t e d  f o r  6 0  m i n u t e s  a t  3 7  OC. A n  a l i q u o t  o f  t h e  f i n i s h e d  R T  
r e a c t i o n  w a s  a d d e d  t o  t h e  r e a l  t i m e  q P C R  m i x  ( S e c t i o n  2 . 6 . 4 . 2 )  o r  f o r  l o n g - t e r m  s t o r a g e ;  
R T  r e a c t i o n s  w e r e  s t o r e d  a t  - 2 0  OC. 
T a b l e  2 - 1 4  S e n s l s c r i p t  R T  r e a c t a n t s  
P d u m d 1 y ! d 0 1 1  B i n d  c o n c e n t r a t i o n  
-  -  
m k M i E  
lOx B u f f e r  R T  2 . 0  p l  l x  
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2 . 7  P r o t e i n  A n a l y s i s  
2 . 7 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  c e l l u l a r  p r o t e i n  
P r o t e i n s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  b o t h  s u s p e n s i o n  a n d  a d h e r e n t  c e l l s  f o r  a n a l y s i s  b y  S D S -  
p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( S D S - P A G E )  a n d  b y  w e s t e r n  b l o t t i n g .  P r i o r  t o  
i s o l a t i o n ,  c e l l s  w e r e  w a s h e d  i n  P B S .  S u s p e n s i o n  c e l l s  w e r e  p e l l e t e d  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  
m i n u t e s  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d .  I c e - c o l d  P B S  ( 1 0  m l )  w a s  a d d e d ;  t h e  c e l l s  w e r e  
c e n t r i f u g e d  a g a i n  a t  1 0 0  x  g  a n d  a l l  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d .  A d h e r e n t  c e l l s  w e r e  
w a s h e d  t w i c e  w i t h  1 0  m l  o f  i c e - c o l d  P B S ,  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  s c r a p e d  i n t o  1  m l  o f  P B S .  
T h e  c r u d e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  p e l l e t e d  a t  1 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s .  F o r  b o t h  s u s p e n s i o n  
a n d  a d h e r e n t  c e l l s ,  t h e  c e l l  p e l l e t  w a s  r e - s u s p e n d e d  i n  i c e - c o l d  s u s p e n s i o n  b u f f e r  
( A p p e n d i x )  u s i n g  2 0 0  p l  o f  s u s p e n s i o n  b u f f e r  f o r  e v e r y  1  x  l o 7  c e l l s  a n d  t h e  c e l l  
s u s p e n s i o n  t r a n s f e r r e d  t o  a  m i c r o f u g e  t u b e .  A n  e q u a l  v o l u m e  o f  2  X  S D S  g e l  l o a d i n g  
b u f f e r  ( A p p e n d i x )  w a s  i m m e d i a t e l y  a d d e d  t o  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n ,  a f t e r  w h i c h  t h e  s a m p l e  
b e c a m e  e x t r e m e l y  v i s c o u s .  T h e  s a m p l e  w a s  t h e n  s u b j e c t e d  t o  s o n i c a t i o n  f o r  1  m i n u t e  o n  
f u l l  p o w e r  ( u s i n g  a  V i b r a  C e l l  S o n i c a t o r )  t o  s h e a r  t h e  D N A .  T h e  l y s a t e  w a s  c l a r i f i e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 2 , 0 0 0  x  g  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  
a l i q u o t e d  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0  " C  u n t i l  r e q u i r e d  f o r  a n a l y s i s .  
2 . 7 . 2  S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p r o t e i n s  
D u r i n g  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( P A G E ) ,  p r o t e i n s  a r e  d r i v e n  b y  a n  a p p l i e d  
c u r r e n t  t h r o u g h  a  g e l  c o m p o s e d  o f  p o l y a c r y l a m i d e  t h a t  i s  c r o s s - l i n k e d  t o  f o r m  a  
m o l e c u l a r  s i e v e .  P A G E  i s  u s u a l l y  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  
d e t e r g e n t  s o d i u m  d o d e c y l s u l p h a t e  ( S D S ) ,  w h i c h  b i n d s  i n  l a r g e  n u m b e r s  t o  a l l  t y p e s  o f  
p r o t e i n  m o l e c u l e s .  T h e  e l e c t r o s t a t i c  r e p u l s i o n  b e t w e e n  t h e  b o u n d  S D S  m o l e c u l e s  c a u s e s  
t h e  p r o t e i n s  t o  u n f o l d  i n t o  a  s i m i l a r  r o d - l i k e  s h a p e ,  t h u s  e l i m i n a t i n g  d i f f e r e n c e s  i n  s h a p e  
a s  a  f a c t o r  i n  s e p a r a t i o n .  A s  t h e  a m o u n t  o f  S D S  b o u n d  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  m o l e c u l a r  
w e i g h t  o f  t h e  p o l y p e p t i d e  a n d  i s  s e q u e n c e  i n d e p e n d e n t ,  S D S - p o l y p e p t i d e  c o m p l e x e s  
m i g r a t e  t h r o u g h  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  s i z e  o f  t h e  p o l y p e p t i d e .  
2 . 7 . 2 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  
S D S - P A G E  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  1 0  %  ( v l v )  r e s o l v i n g  g e l s  a n d  5  %  ( v l v )  s t a c k i n g  
p o l y a c r l y a m i d e  g e l s  p r e p a r e d  a s  d e t a i l e d  i n  A p p e n d i x .  
A n  A T T O  p r o t e i n  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m  w a s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  G l a s s  p l a t e s  w e r e  
w a s h e d  w i t h  d e t e r g e n t ,  r i n s e d  f i r s t  w i t h  t a p  w a t e r ,  t h e n  w i t h  d H 2 O  a n d  f i n a l l y  w i p e d  i n  
o n e  d i r e c t i o n  w i t h  t i s s u e  s o a k e d  i n  1 0 0  %  ( v l v )  e t h a n o l .  T h e  g a s k e t  w a s  p l a c e d  a r o u n d  
t h e  r i d g e d  p l a t e ;  t h e  p l a t e s  w e r e  a s s e m b l e d  a n d  s e c u r e d  w i t h  c l a m p s .  T h e  r e s o l v i n g  g e l  
w a s  t h e n  p o u r e d  t o  w i t h i n  2  c m  o f  t h e  t o p  o f  t h e  l a r g e r  p l a t e  a n d  o v e r l a i d  w i t h  1 0 0  %  
( v l v )  e t h a n o l .  W h e n  s e t ,  t h e  e t h a n o l  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  s t a c k i n g  g e l  w a s  p o u r e d .  A  
c l e a n  c o m b  t h a t  h a d  b e e n  w i p e d  i n  1 0 0  %  ( v l v )  e t h a n o l  w a s  i n s e r t e d  a n d  t h e  g e l  w a s  
a l l o w e d  t o  p o l y m e r i s e  f o r  a t  l e a s t  2 0  m i n u t e s .  T h e  e l e c t r o p h o r e s i s  t a n k  w a s  f i l l e d  w i t h  1  
X  T r i s - g l y c i n e  r u n n i n g  b u f f e r  ( A p p e n d i x )  t o  a  l e v e l  o f  a b o u t  5  c m  d e e p .  A f t e r  
p o l y m e r i s a t i o n ,  t h e  g a s k e t s  a n d  c l a m p s  w e r e  r e m o v e d  a n d  t h e  p r e - p o u r e d  g e l s  w e r e  
l o w e r e d  i n t o  t h e  b u f f e r  a t  a n  a n g l e  t o  e x c l u d e  a i r  b u b b l e s  f r o m  t h e  g e l - b u f f e r  i n t e r f a c e .  
T h e  t a n k  w a s  c o m p l e t e l y  f i l l e d  w i t h  1  X  r u n n i n g  b u f f e r  a n d  t h e  c o m b  r e m o v e d  f r o m  t h e  
g e l .  U n - p o l y m e r i s e d  g e l  w a s  r e m o v e d  b y  g e n t l y  r i n s i n g  t h e  w e l l s  w i t h  1  X  r u n n i n g  
b u f f e r  a n d  t h e  w e l l s  w e r e  t h e n  s t r a i g h t e n e d  u s i n g  a  l o a d i n g  t i p .  T h e  g e l  p l a t e s  w e r e  
f i x e d  f i r m l y  i n  p l a c e  w i t h  t h e  p r e s s u r e  p l a t e s .  T h e  c h a m b e r  f o r m e d  b y  t h e  i n n e r  p l a t e s  
( n o t c h e d  p l a t e  f a c i n g  i n w a r d s )  w a s  f i l l e d  w i t h  1  X  r u n n i n g  B u f f e r ,  t h e  s a m p l e s  w e r e  
l o a d e d  a n d  t h e  e l e c t r o d e s  a t t a c h e d .  T h e  g e l s  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  a  c o n s t a n t  c u r r e n t  
o f  3 0  m A  p e r  g e l  u n t i l  t h e  b l u e  d y e  f r o n t  h a d  r e a c h e d  t h e  b o t t o m  o f  t h e  g e l .  W h e n  
c o m p l e t e  t h e  p l a t e s  w e r e  r e m o v e d ,  s e p a r a t e d  a n d  t h e  g e l  w a s  e i t h e r  p l a c e d  i n  t r a n s f e r  
b u f f e r  p r i o r  t o  w e s t e r n  b l o t t i n g  ( S e c t i o n  2 . 7 . 4 )  o r  s t a i n e d  i n  C o o m a s s i e  b l u e  ( S e c t i o n  
2 . 7 . 3 ) .  
2 . 7 . 3  C o o m a s s i e  B l u e  S t a i n i n g  
T h e  g e l  w a s  p l a c e d  i n  C o o m a s s i e  s t a i n  ( A p p e n d i x )  f o r  3 0  m i n u t e s  w i t h  g e n t l e  a g i t a t i o n .  
T h e  g e l  w a s  t h e n  p l a c e d  i n  d e s t a i n  ( A p p e n d i x )  w i t h  c o n s t a n t  a g i t a t i o n ,  a n d  d e s t a i n  w a s  
c h a n g e d  4  o r  5  t i m e s  a t  1  h  i n t e r v a l s  u n t i l  a l l  b a c k g r o u n d  s t a i n i n g  w a s  r e m o v e d  f r o m  
t h e  g e l .  A n  i m a g e  o f  t h e  g e l  i n  b l a c k  a n d  w h i t e  w a s  c a p t u r e d  u s i n g  t h e  U V  t r a n s -  
i l l u m i n a t o r  s w i t c h e d  t o  w h i t e  l i g h t  o n l y  a n d  u s i n g  a  w b t e  t r a y .  
2 . 7 . 4  W e s t e r n  b l o t t i n g  
D u r i n g  w e s t e r n  b l o t t i n g ,  e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  s e p a r a t e d  p r o t e i n s  w e r e  t r a n s f e r r e d  f r o m  
t h e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  t o  a  s o l i d  s u p p o r t ,  u s u a l l y  a  n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e ,  a n d  
p r o b e d  w i t h  a n t i b o d i e s  t h a t  r e a c t e d  s p e c i f i c a l l y  w i t h  a n t i g e n i c  e p i t o p e s  d i s p l a y e d  b y  t h e  
t a r g e t  p r o t e i n  a t t a c h e d  t o  t h e  s o l i d  s u p p o r t .  T h e  b o u n d  a n t i b o d y ,  u n l e s s  c o n j u g a t e d ,  w a s  
d e t e c t e d  b y  a  s e c o n d a r y  i m m u n o l o g i c a l  r e a g e n t ,  c o n j u g a t e d  t o  e i t h e r  t h e  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  o r  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  e n z y m e  f o r  d e t e c t i o n .  
2 . 7 . 4 . 1  T r a n s f e r  o f  p r o t e i n  t o  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r s  
F o l l o w i n g  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  g e l s  w e r e  e q u i l i b r a t e d  i n  t r a n s f e r  b u f f e r  ( A p p e n d i x )  f o r  
a t  l e a s t  1 5  m i n u t e s .  E q u i l i b r a t i o n  f a c i l i t a t e d  t h e  r e m o v a l  o f  e l e c t r o p h o r e s i s  s a l t s  a n d  
d e t e r g e n t s .  S a l t s  i f  n o t  r e m o v e d ,  i n c r e a s e  t h e  c o n d u c t i v i t y  o f  t h e  t r a n s f e r  a n d  t h e  
a m o u n t  o f  h e a t  g e n e r a t e d  d u r i n g  t r a n s f e r .  N i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  w a s  c u t  t o  t h e  
d i m e n s i o n s  o f  t h e  g e l ,  a l o n g  w i t h  6  p i e c e s  o f  3  M M  f i l t e r  p a p e r  t h a t  w e r e  r e q u i r e d  f o r  
t h e  g e l l m e m b r a n e  s a n d w i c h .  P r o t e i n  t r a n s f e r  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  B i o - R a d  T r a n s -  
 l o t '  S D  s e m i - d r y  e l e c t r o p h o r e t i c  t r a n s f e r  c e l l .  A  p r e - s o a k e d  s h e e t  o f  f i l t e r  p a p e r  w a s  
p l a c e d  o n t o  t h e  p l a t i n u m  a n o d e .  A  p i p e t t e  w a s  r o l l e d  o v e r  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  f i l t e r  p a p e r  
t o  e x c l u d e  a l l  a i r  b u b b l e s .  T h i s  s t e p  w a s  r e p e a t e d  w i t h  t w o  m o r e  s h e e t s  o f  f i l t e r  p a p e r .  
T h e n ,  t h e  p r e - w e t t e d  b l o t t i n g  m e m b r a n e  w a s  p l a c e d  o n  t o p  o f  t h e  f i l t e r  p a p e r  a n d  a l l  
b u b b l e s  r o l l e d  o u t .  T h e  e q u i l i b r a t e d  g e l  w a s  c a r e f u l l y  p l a c e d  o n  t o p  o f  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  
m e m b r a n e ,  a l i g n i n g  t h e  g e l  o n  t h e  c e n t r e  o f  t h e  m e m b r a n e .  A n y  a i r  b u b b l e s  w e r e  a g a i n  
r o l l e d  o u t .  A n o t h e r  3  s h e e t s  o f  p r e - w e t t e d  f i l t e r  w e r e  p l a c e d  o n  t o p  o f  t h e  g e l ,  w i t h  c a r e  
t a k e n  t o  r e m o v e  a i r  b u b b l e s .  T h e  c a t h o d e  w a s  p l a c e d  o n  t o p  o f  t h e  s t a c k  a n d  t h e  s a f e t y  
c o v e r  r e p l a c e d  o n  t h e  t r a n s f e r  u n i t .  G e l s  w e r e  t r a n s f e r r e d  f o r  2 2  m i n u t e s  a t  1 5  V .  
2 . 7 . 4 . 2  S t a i n i n g  o f  p r o t e i n s  i m m o b i l i s e d  o n  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r s  
P o n c e a u  S  s t a i n i n g  w a s  e m p l o y e d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  u n i f o r m  t r a n s f e r  o f  p r o t e i n s  t o  
t h e  n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  h a d  t a k e n  p l a c e .  T r a n s f e r r e d  p r o t e i n  w e r e  d e t e c t e d  a s  r e d  
b a n d s  o n  a  w h i t e  b a c k g r o u n d .  T h i s  s t a i n i n g  t e c h n i q u e  i s  r e v e r s i b l e  t o  a l l o w  f u r t h e r  
i m m u n o l o g i c a l  a n a l y s i s .  P o n c e a u  S  i s  a  n e g a t i v e  s t a i n ,  w h i c h  b i n d s  t o  p o s i t i v e l y  
c h a r g e d  a m i n o  a c i d  g r o u p s  o f  p r o t e i n s .  I t  a l s o  b i n d s  n o n - c o v a l e n t l y  t o  n o n - p o l a r  r e g i o n s  
o f  p r o t e i n s .  F o l l o w i n g  e l e c t r o p h o r e t i c  t r a n s f e r ,  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  w a s  
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i m m e r s e d  i n  2 0  m l  P o n c e a u  S  s o l u t i o n  ( S i g m a - A l d r i c h )  a n d  s t a i n e d  f o r  5  m i n u t e s  w i t h  
c o n s t a n t  a g i t a t i o n .  A f t e r  p r o t e i n s  w e r e  v i s u a l i s e d ,  t h e  m e m b r a n e  w a s  w a s h e d  i n  s e v e r a l  
c h a n g e s  o f  d H z O  u n t i l  a l l  t h e  s t a i n  h a d  b e e n  w a s h e d  a w a y .  T h e  m e m b r a n e  w a s  t h e n  
u s e d  f o r  i m m u n o l o g i c a l  p r o b i n g .  
2 . 7 . 4 . 3  I m m u n o l o g i c a l  p r o b i n g  
F o l l o w i n g  P o n c e a u  S  s t a i n i n g ,  t h e  m e m b r a n e  w a s  i n c u b a t e d  i n  b l o c k i n g  b u f f e r  
( A p p e n d i x )  f o r  2  h  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o l l o w e d  b y  i n c u b a t i o n  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  
p r i m a r y  a n t i b o d y  ( d i l u t e d  i n  b l o c k i n g  b u f f e r ,  s e e  T a b l e  2 - 1 5 )  a t  4  " C  o v e r n i g h t .  S o d i u m  
a z i d e  w a s  a d d e d  t o  e a c h  a n t i b o d y  s o l u t i o n  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 0 2  %  ( w l v )  a s  a  
p r e s e r v a t i v e  t h u s  p e r m i t t i n g  r e u s e  o f  t h e  a n t i b o d y .  
T a b l e  2 - 1 5  I n c u b a t i o n  C o n d i t i o n s  f o r  A n t i b o d i e s  U s e d  i n  W e s t e r n  B l o t t i n g  
P r i m a r y  
N a m e  D i l u t i o n  S e c o n d a r y  A n t i b o d y  D i l u t i o n  
A n t i b o d y  
I n  B l o c k i n g  
I n  B l o c k i n g  
B u f f e r  B u f f e r  
A n t i - P - a c t i n  A n t i - a c t i n  1 1 1 0 , 0 0 0  A P - c o n j u g a t e d  A n t i -  f L ! O , O O O  
A C - 1 5  m o u s e  I g G  
A n t i - B E - 1  A n t i - B F L - 1  V a r i o u s  A P - c o n j u g a t e d  a n t i - r a b b i t  1 1 1 0 , 0 0 0  
S L  I g G  
A n t i - H A -  N o n e  
p e r o x i d a s e ,  
h i g h  a f f i n i t y  
T S 1 . 1 5 H  
A n t i - H A -  
p e r o x i d a s e  
A n t i - N o t c h  1  
A n t i - N o t c h 2  
b T A N 2 0  
C 6 5 1 . 6  
D b H N  
A n t i - H i s - H R P  A n t i - H i s -  
H R P  
P E 2  
A n t i  - L M P  1  
B i o t i n  y l a t e d  r a b b i t  A n t i -  1 1 1 0 0 0  
r a t  a n d  S t r e p t a v i d i n - H R P  
t e r t i a r y  
A s  a b o v e  
A s  a b o v e  
N o n e  
A n t i  1 1 5 0 0 0  
A n t i  1 1 5 0 0 0  
A P - C o n j u g a t e d  
M o u s e  I g G  
C S 1 - 4  1 1 1 0 0 0  A P - C o n j u g a t e d  
M o u s e  I g G  
A f t e r  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n ,  t h e  m e m b r a n e  w a s  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  i n  T B S - T  ( 0 . 1  %  
( v l v )  T w e e n - 2 0  i n  T B S  [ A p p e n d i x ] )  f o r  1 5  m i n u t e s .  T h e  f i l t e r  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  
 he appropriate secondary antibody (Table 2-15) for 1 h 30 minutes at room 
temperature, followed by three IS-minute washes in TBS-T. All of the above 
incubations were carried out with constant agitation. The membrane was then placed in 
a clean container and covered with 5-Brom04-chlors-3-indolyl phosphatelT\Titro Blue 
Tetrazolium (BCIPII\WT, Sigma) or 3,3',5,5'-tetramethylhenzidine (TMB, Sigma), 
which are used for the colourirnetric detection of alkaline phosphntnse- or hydrogen 
peroxidaseconjugated molecules respectively. When incubated with alkaline 
phosphatase or hydrogen peroxidase, bwnd enzyme catsllysed the production of a 
eoloured pmduct that was easily observable. The membrane was then rinsed in distilled 
water to stop the reaction and photographed. 
2 . 8  R e c o m b i n a n t  P r o t e i n  E x p r e s s i o n  
2 . 8 . 1  H i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  
H i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  w a s  a c h i e v e d  b y  i n d u c t i o n  w i t h  
i s o p r o p y l  t h i o g a l a c t o s i d e  ( I P T G ) .  A l l  b u f f e r s  u s e d  a r e  d e s c r i b e d  i n  t h e  A p p e n d i x .  
S i n g l e  c o l o n i e s  o f  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  u s e d  t o  i n o c u l a t e  1 . 5  m l  o f  L B  b r o t h  
s u p p l e m e n t e d  w i t h  a n t i b i o t i c s  a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7  " C  i n  a n  o r b i t a l  s h a k e r  a t  2 0 0  
r p m .  A  v o l u m e  o f  5 0 0  f l  o f  t h e s e  c u l t u r e s  w a s  u s e d  t o  i n o c u l a t e  1 0  m l  c u l t u r e s  o f  
s u p p l e m e n t e d  L B  b r o t h ,  w h i c h  w e r e  g r o w n  f o r  3 - 4  h  u n t i l  l o g a r i t h m i c  p h a s e  [ O p t i c a l  
D e n s i t y  a t  6 0 0  n m  w a v e l e n g t h  ( O D s 0 0  ",) o f  0 . 5 1  w a s  r e a c h e d .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  
i n d u c e d  t o  e x p r e s s  f u s i o n  p r o t e i n s  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  I P T G  a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  
1 . 0  m h 4  f o l l o w e d  b y  g r o w t h  f o r  a  f u r t h e r  5  h  a s  a b o v e .  C e l l s  w e r e  t h e n  c o l l e c t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 5 , 3 3 9  x  g  f o r  5  m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  a n d  c e l l  
p e l l e t s  w e r e  l y s e d  i n  8  M  u r e a  l y s i s  b u f f e r  ( B u f f e r  B ) ,  s o n i c a t e d  f o r  2 0  s e c o n d s  w i t h  1  
s e c o n d  p u l s e s  a t  a n  a m p l i t u d e :  4 0 / o u t p u t ,  2 0 0  W  u s i n g  a  V i b r a  C e l l  S o n i c a t o r .  C e l l  
d e b r i s  w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 5 , 3 3 9  x  g  f o r  1 5  m i n u t e s  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  
w a s  a n a l y s e d  b y  S D S - P A G E  ( S e c t i o n  2 . 7 . 2 )  ( 1 5  %  s e p a r a t i n g  g e l ,  5  %  s t a c k i n g  g e l )  t o  
c o n f i r m  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  a t  t h e  p r e d i c t e d  p r o t e i n  m o l e c u l a r  w e i g h t .  
T o  o p t i m i s e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a  g i v e n  p r o t e i n  c o n s t r u c t ,  a  t i m e - c o u r s e  a n a l y s i s  o f  t h e  
l e v e l  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  p e r f o r m e d  b y  h a r v e s t i n g  c e l l s  f r o m  e x p r e s s i o n  c u l t u r e s  
a t  t i m e  z e r o  a n d  a t  t i m e  i n t e r v a l s  o f  1  h  f o r  5  h  a n d  a t  a  f i n a l  t i m e p o i n t  o f  1 2  h  p o s t  
i n d u c t i o n .  T h e  l e v e l  o f  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  o p t i m i s e d  b y  p e r f o r m i n g  
s m a l l  s c a l e  e x p r e s s i o n  c u l t u r e s  w i t h  v a r i a t i o n  o f  t h e  f o l l o w i n g  r e l e v a n t  g r o w t h  
p a r a m e t e r s ;  I P T G  c o n c e n t r a t i o n  f o r  i n d u c t i o n  ( v a r i e d  o v e r  t h e  r a n g e  0 . 0 0 2 5  m h 4 -  1 . 5  
m M ) ,  o p t i c a l  d e n s i t y  m e a s u r e d  a t  6 0 0  n m  a t  t h e  t i m e  o f  i n d u c t i o n  ( v a r i e d  o v e r  t h e  r a n g e  
0 . 3 - 1 . 0  a b s o r b a n c e  u n i t s ) ,  g r o w t h  t e m p e r a t u r e  b e f o r e  a n d  a f t e r  i n d u c t i o n  ( v a r i e d  o v e r  
t h e  r a n g e  2 5  " C -  3 7  " C ) .  T h e  s o l u b i l i t y  o f  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  w a s  a l s o  d e t e r m i n e d  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  6 . 2 . 3 .  
W e s t e r n  b l o t t i n g  o f  H i s - f u s i o n  p r o t e i n s  w a s  p e r f o r m e d  a s  i n  S e c t i o n  2 . 7 . 4 .  
I m m u n o r e a c t i v i t y  w i t h  t h e  a n t i - H i s  H R P - c o n j u g a t e d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  w a s  e v i d e n t  
w i t h  c h r o m o g e n i c  d e v e l o p m e n t  f o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  T M B  s u b s t r a t e  t o  t h e  p r o b e d  
n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e .  
2 . 8 . 2  D e t e r m i n a t i o n  o f  P r o t e i n  S o l u b i l i t y  
E x p r e s s i o n  c u l t u r e s  ( S e c t i o n  2 . 8 . 1 )  w e r e  p e l l e t e d  c e l l s  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  5  m l  o f  
n a t i v e  l y s i s  b u f f e r .  L y s o z y m e  ( 1  m g l m l )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  s a m p l e  w a s  i n c u b a t e d  f o r  
3 0  m i n u t e s  o n  i c e  f o l l o w e d  b y  s o n i c a t i o n  o n  i c e  f o r  6  x  1 0  s e c o n d s  w i t h  1 0  s e c o n d s  
p a u s e s  a t  2 0 0  W .  T h e  l y s a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  x  g  a t  4  " C  f o r  2 0  m i n u t e s  a n d  
t h e  s u p e r n a t a n t  a s p i r a t e d  a n d  k e p t  o n  i c e  ( S o l u b l e  e x t r a c t ) .  T h e  r e m a i n i n g  p e l l e t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  5  m l  l y s i s  b u f f e r  a n d  k e p t  o n  i c e  ( I n s o l u b l e  m a t t e r ) .  T h e  s o l u b l e  a n d  
i n s o l u b l e  e x t r a c t s  w e r e  e x a m i n e d  b y  S D S - P A G E  a n a l y s i s  ( S e c t i o n  2 . 7 . 2 ) .  
2 . 8 . 3  I M A C  P u r i f i c a t i o n  o f  H i s - t a g g e d  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  
P u r i f i c a t i o n  o f  H i s - t a g g e d  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  w a s  p e r f o r m e d  i n  b a t c h  a n d  c o l u m n  
p r o c e d u r e  u n d e r  n a t i v e  a n d  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s .  
2 . 8 . 3 . 1  B a t c h  p u r i f i c a t i o n  
U n d e r  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s ,  1  m l  o f  5 0  %  N i - N T A  r e s i n  w a s  e q u i l i b r a t e d  b y  a d d i t i o n  
o f  1 0  m l  o f  B u f f e r  B .  T h e  r e s i n - b u f f e r  m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 , 2 5 2  x  g  f o r  1  m i n u t e  
a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d .  A  v o l u m e  o f  4  m l  o f  c l e a r e d  l y s a t e  ( S e c t i o n  2 . 8 . 1 )  w a s  
a d d e d  t o  t h e  e q u i l i b r a t e d  r e s i n  a n d  m i x e d  g e n t l y  f o r  6 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  
w i t h  r o t a t i o n  a t  2 0 0  r p m  o n  a  r o t a r y  s h a k e r .  T h e  l y s a t e - r e s i n  m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  
1 , 2 5 2  x  g  f o r  1  m i n u t e  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d .  W a s h  b u f f e r  ( B u f f e r  C ,  D )  w a s  
a d d e d  t o  t h e  r e s i n ,  m i x e d  t h o r o u g h l y  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 , 2 5 2  x  g  f o r  1  m i n u t e .  T h e  
w a s h  s t e p  w a s  r e p e a t e d  t w i c e  m o r e  f o l l o w e d  b y  a d d i t i o n  o f  e l u t i o n  b u f f e r  ( B u f f e r  E ;  p H  
5 . 5 / 5 . 0 / 4 . 8 / 4 . 5 / 4 . 2 )  t o  t h e  r e s i n  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 , 2 5 2  x  g  f o r  1  m i n u t e .  D u r i n g  t h e  
p r o c e s s  o f  p u r i f i c a t i o n  a l l  e l u a t e s  a n d  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  a n a l y s e d  b y  S D S -  
P A G E  ( 1 5  9 %  s e p a r a t i n g  g e l ,  5  %  s t a c k i n g  g e l ) .  
U n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s ,  c e l l s  c o l l e c t e d  a s  i n  S e c t i o n  2 . 8 . 1  w e r e  l y s e d  i n  n a t i v e  l y s i s  
b u f f e r  a n d  s o n i c a t e d  f o r  2 0  s e c o n d s  w i t h  1 - s e c o n d  p u l s e s  ( 4 0 / o u t p u t ,  2 0 0 W ) .  C e l l  
d e b r i s  w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 5 , 0 0 0  x  g  f o r  1 5  m i n u t e s .  A  v o l u m e  o f  1  m l  o f  
5 0  %  N i - N T A  r e s i n  w a s  e q u i l i b r a t e d  b y  a d d i t i o n  o f  1 0  m l  o f  n a t i v e  l y s i s  b u f f e r ,  
c e n t r i f u g e d  a t  1 , 2 5 2  x  g  f o r  1  m i n u t e  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d .  A  v o l u m e  o f  4  m l  o f  
c l e a r e d  l y s a t e  w a s  a d d e d  t o  t h e  e q u i l i b r a t e d  r e s i n  a n d  m i x e d  g e n t l y  f o r  6 0  m i n u t e s  a t  
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r o o m  t e m p e r a t u r e  w i t h  r o t a t i o n  a t  2 0 0  r p m  o n  a  r o t a r y  s h a k e r .  T h e  l y s a t e - r e s i n  m i x t u r e  
w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 , 2 5 2  x  g  f o r  1  m i n u t e  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d .  N a t i v e  w a s h  
b u f f e r  w a s  a d d e d  t o  t h e  r e s i n ,  m i x e d  t h o r o u g h l y  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 , 2 5 2  x  g  f o r  1  
m i n u t e .  T h e  w a s h  s t e p  w a s  r e p e a t e d  o n c e  m o r e  f o l l o w e d  b y  a d d i t i o n  o f  n a t i v e  e l u t i o n  
b u f f e r  t o  t h e  r e s i n  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 , 2 5 2  x  g  f o r  1  m i n u t e .  D u r i n g  t h e  p r o c e s s  o f  
p u r i f i c a t i o n  a l l  e l u a t e s  a n d  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  a n a l y s e d  b y  S D S - P A G E  ( 1 5  %  
s e p a r a t i n g  g e l ,  5  %  s t a c k i n g  g e l ) .  
2 . 8 . 3 . 2  C o l u m n  p u r i f i c a t i o n  
U n d e r  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s ;  c e l l  l y s a t e s  w e r e  l o a d e d  o n t o  N i - N T A  M A C  
m i n i c o l u m n s  p r e - e q u i l i b r a t e d  w i t h  B u f f e r  B .  F o l l o w i n g  t w o  w a s h  s t e p s  w i t h  w a s h  
b u f f e r  ( B u f f e r  C ) ,  t h e  c o l u m n  w a s  e l u t e d  w i t h  e l u t i o n  b u f f e r  ( B u f f e r  E ;  p H  4 . 5 ) .  D u r i n g  
t h e  p r o c e s s  o f  p u r i f i c a t i o n  a l l  e l u a t e s  a n d  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  a n a l y s e d  b y  S D S -  
P A G E  ( 1 5  %  s e p a r a t i n g  g e l ,  5  %  s t a c k i n g  g e l ) .  
U n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s ,  c e l l  l y s a t e s  w e r e  l o a d e d  o n t o  N i - N T A  I M A C  m i n i c o l u m n s  
t h a t  h a d  b e e n  p r e - e q u i l i b r a t e d  w i t h  n a t i v e  l y s i s  b u f f e r .  F o l l o w i n g  t w o  w a s h  s t e p s  w i t h  
n a t i v e  w a s h  b u f f e r ,  p u r i f i e d  p r o t e i n s  w e r e  e l u t e d  w i t h  n a t i v e  e l u t i o n  b u f f e r .  S a m p l e s  
f r o m  p u r i f i c a t i o n  s t a g e s  w e r e  a n a l y s e d  b y  S D S - P A G E  ( 1 5  %  s e p a r a t i n g  g e l ,  5  %  
s t a c k i n g  g e l )  f o l l o w e d  b y  s t a i n i n g  w i t h  C o o m a s s i e  b l u e .  
2 . 8 . 4  G r o w t h  f o r  p r e p a r a t i v e  p u r i f i c a t i o n  
A  s i n g l e  c o l o n y  o f  E .  c o l i  ~ o s e t t a ~ l u e ~ ~  h a r b o u r i n g  e x p r e s s i o n  p l a s m i d s  e n c o d i n g  H i s -  
L i n k e r - B f l -  1  ( p G S L i n k - N - B f l -  1 )  a n d  B f l -  1 - L i n k e r - H i s  ( p G S L i n k - C - B f l -  1 )  f u s i o n  
p r o t e i n s  w a s  u s e d  t o  i n o c u l a t e  1 . 5  m l  o f  L B  b r o t h  s u p p l e m e n t e d  w i t h  a n t i b i o t i c s  a n d  
g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7  " C  i n  a n  o r b i t a l  s h a k e r  a t  2 0 0  r p r n .  A  v o l u m e  o f  5 0 0  p l  o f  t h e s e  
c u l t u r e s  w a s  u s e d  t o  i n o c u l a t e  2 0  m l  c u l t u r e s  o f  s u p p l e m e n t e d  L B  b r o t h ,  w h i c h  w e r e  
g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7  " C  i n  a n  o r b i t a l  s h a k e r  a t  2 0 0  r p m .  L B  b r o t h  ( 1 L )  w a s  i n o c u l a t e d  
1 / 5 0  w i t h  t h e s e  c u l t u r e s  a n d  g r o w n  f o r  3 - 4  h  u n t i l  l o g a r i t h m i c  p h a s e  [ O D s w  ., o f  0 . 8 1  
w a s  r e a c h e d .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  i n d u c e d  t o  e x p r e s s  f u s i o n  p r o t e i n s  b y  t h e  a d d i t i o n  I P T G  
a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 1  m M  f o l l o w e d  b y  g r o w t h  f o r  a  f u r t h e r  5  h  a t  3 7  " C  i n  a n  
o r b i t a l  s h a k e r  a t  2 0 0  r p m .  C e l l s  w e r e  t h e n  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  4 , 0 0 0  x  g  f o r  2 0  
m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  a n d  c e l l  p e l l e t s  w e r e  l y s e d  i n  n a t i v e  l y s i s  b u f f e r  
( 5  m l  p e r  g r a m  w e t  w e i g h t ) ,  i n c u b a t e d  i n  l y s o z y m e  ( 1  m g l m l  f o r  3 0  m i n u t e s )  a n d  
s o n i c a t e d  o n  i c e  f o r  s i x  1 0  s e c o n d  p u l s e s  w i t h  1 0  s e c o n d  b r e a k s  b e t w e e n  p u l s e s  a t  a n  
a m p l i t u d e :  4 0 / o u t p u t ,  2 0 0  W .  C e l l  d e b r i s  w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 5 , 3 3 9  x  g  
f o r  2 5  m i n u t e s  a t  4  OC. T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  a p p l i e d  t o  2  m l  N i - N T A  m a t r i x  t h a t  h a d  
b e e n  p a c k e d  i n t o  a  c o l u m n  a n d  p r e - e q u i l i b r a t e d  w i t h  n a t i v e  l y s i s  b u f f e r .  T h e  f l o w  
t h r o u g h  c o l l e c t e d  w a s  r e a p p l i e d  t o  t h e  r e s i n  a  f u r t h e r  t h r e e  t i m e s ,  t h e n  w a s h e d  t w i c e  
w i t h  w a s h  b u f f e r .  P u r i f i e d  p r o t e i n s  w e r e  e l u t e d  t w i c e  u s i n g  5  m l  v o l u m e s  o f  e l u t i o n  
b u f f e r .  A l l  f r a c t i o n s  w e r e  a n a l y s e d  b y  S D S - P A G E  t o  m o n i t o r  p u r i f i c a t i o n  p e r f o r m a n c e .  
2 . 8 . 5  B u f f e r  e x c h a n g e  a n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  p u r i f i e d  p r o t e i n  
T h e  e l u a t e s  f r o m  p r e p a r a t i v e  p u r i f i c a t i o n  w e r e  p o o l e d  a n d  a p p l i e d  t o  a n  A m i c o n  
u l t r a f i l t e r  ( M i l l i p o r e ;  w i t h  1 0  k D a  m o l e c u l a r  w e i g h t  c u t - o f f ) .  T h e  1 0  m l  p r e p a r a t i o n  w a s  
b u f f e r  e x c h a n g e d  t o  P B S  ( A p p e n d i x ;  t h e  d e s i r e d  b u f f e r  f o r  i m m u n i s a t i o n )  a n d  
s i m u l t a n e o u s l y  c o n c e n t r a t e d  ( b y  r e d u c i n g  v o l u m e  f r o m  1 0  m l  t o  5 0 0  p l  t h r e e  t i m e s )  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 , 2 5 2  x  g  a n d  4  " C .  
2 . 8 . 6  A n t i b o d y  P r e p a r a t i o n  
C o n c e n t r a t e d  p u r i f i e d  a n t i g e n  w a s  q u a n t i f i e d  u s i n g  a  ~ a n o d r o ~ ~ ~  s p e c t r o p h o t o m e t e r  b y  
d i r e c t  a l i q u o t i n g  o f  1 . 2  p1 o n t o  t h e  m e a s u r i n g  p l a t f o r m  a n d  m e a s u r e m e n t  o f  a b s o r b a n c e  
a t  2 8 0  n m .  P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  a  f a c t o r  o f  t h e  p r o t e i n  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  
e x t i n c t i o n  c o - e f f i c i e n t  p r e d i c t e d  u s i n g  P r o t P a r a m  s o f t w a r e  ( T a b l e  2 - 4 ) .  A  t o t a l  o f  2  m g  
o f  c o n c e n t r a t e d  p u r i f i e d  p r o t e i n  w a s  u s e d  f o r  r a b b i t  i m m u n i s a t i o n .  I m m u n i s a t i o n ,  b l o o d  
c o l l e c t i o n  a n d  s e r a  r e c o v e r y  w e r e  p e r f o r m e d  b y  C u s t o m  H y b r i d o m a  l a b o r a t o r i e s  ( T h e  
N e t h e r l a n d s ) .  
C H A P T E R  3  B f l - 1  i s  e x p r e s s e d  i n  
H o d g k i n ' s  L y m p h o m a  t i s s u e  a n d  
c u l t u r e d  W R S  c e l l s  
3 . 1  I n t r o d u c t i o n  
C l a s s i c a l  H o d g k i n ' s  l y m p h o m a  ( c H L )  i s  a  l y m p h o i d  m a l i g n a n c y  w i t h  c h a r a c t e r i s t i c  
f e a t u r e s  t h a t  d i s t i n g u i s h  i t  f r o m  n o d u l a r  l y m p h o c y t e - p r e d o m i n a n t  H L  ( N L P H L )  a n d  
n o n - H o d g k i n  l y m p h o m a s  ( N H L s )  ( H a r r i s  e t  a l . ,  1 9 9 4  a n d  S t e i n  e t  a l . ,  2 0 0 1 a ) .  T h e  
m a l i g n a n t  c e l l s  i n  c H L ,  t e r m e d  t h e  H o d g k i n ' d R e e d - S t e r n b e r g  ( W R S )  c e l l s ,  c o n s t i t u t e  
o n l y  a  m i n o r  c o m p o n e n t  o f  t h e  t u m o u r ,  w h e r e a s  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  t u m o u r  m a s s  i s  
c o m p o s e d  o f  a  m i x e d  i n f l a m m a t o r y  i n f i l t r a t e  i n c l u d i n g  l y m p h o c y t e s ,  e o s i n o p h i l s ,  
f i b r o b l a s t s ,  m a c r o p h a g e s ,  a n d  p l a s m a  c e l l s .  T h i s  c h a p t e r  s e t  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r ,  b f l - 1 ,  i n  W R S  c e l l s  o f  c H L  b y  
e x a m i n a t i o n  o f  W R S  p r i m a r y  t u m o u r  t i s s u e  u s i n g  m e t h o d s ,  w h i c h  e n a b l e d  e x a m i n a t i o n  
o f  m a l i g n a n t  c e l l s  i n  a  c o m p l e x  r e a c t i v e  b a c k g r o u n d .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  b j ! - l  w a s  
s u b s e q u e n t l y  e x a m i n e d  i n  e s t a b l i s h e d  c u l t u r e d  W R S  c e l l  l i n e s  i n  o r d e r  t o  v a l i d a t e  t h e  
c e l l  c u l t u r e  m o d e l  o f  t h e  m a l i g n a n t  W R S  c e l l  f o r  f u t u r e  e x p e r i m e n t s .  
3 . 1 . 1  S u m m a r y  o f  r e s u l t s  
I n  t h i s  s t u d y ,  t u m o u r  t i s s u e  f r o m  HL p a t i e n t s  w a s  e x a m i n e d  f o r  e x p r e s s i o n  o f  b $ - l  
m R N A .  L a s e r  c a p t u r e  m i c r o d i s s e c t i o n  w a s  u s e d  t o  p r o c u r e  W R S  c e l l s  a n d  R T - P C R  
a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  t o  d e t e c t  b f l - 1  s p e c i f i c  m R N A  t r a n s c r i p t s .  H i g h  m R N A  
e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  b f l - 1  w e r e  o b s e r v e d  i n  a l l  c a s e s  o f  E B V + / -  H L  p r i m a r y  c a s e s  
t e s t e d .  A l l  c a s e s  w e r e  t e s t e d  a n d  f o u n d  n e g a t i v e  f o r  e x p r e s s i o n  o f  a  n o v e l  b j Z - 1  s p l i c e  
v a r i a n t  d e s i g n a t e d  b f l - 1 s .  R e l a t i v e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  l e v e l  o f  b f l - 1  m R N A  i n  H / R S  
a n d  r e a c t i v e / b y s t a n d e r  c e l l s  r e v e a l e d  h i g h  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  i n  b o t h  m a l i g n a n t  
W R S  a n d  r e a c t i v e h y s t a n d e r  c e l l s  i n  E B V + / -  H L  p r i m a r y  c a s e s .  b J - 1  m R N A  l e v e l s  i n  
W R S  c e l l s  v a r i e d  b e t w e e n  0 . 0 1  t o  2  t i m e s  t h a t  s e e n  i n  s e l e c t e d  b y s t a n d e r  c e l l s  o r  
b e t w e e n  0 . 0 2  a n d  2  t i m e s  t h a t  s e e n  i n  a c t i v a t e d  t o n s i l l a r  G C  c e l l s .  I n  a n  a d d i t i o n a l  
a t t e m p t  t o  a n a l y s e  b j l - I  m R N A  e x p r e s s i o n ,  a  v e c t o r  w a s  d e s i g n e d  a n d  c o n s t r u c t e d  i n  
t h i s  s t u d y  t o  p r o d u c e  s e n s e  a n d  a n t i s e n s e  b j l - 1  t r a n s c r i p t s  b y  i n  v i t r o  t r a n s c r i p t i o n ,  f o r  
d e t e c t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  i n  t u m o u r  t i s s u e s  b y  i n  s i t u  h y b r i d i s a t i o n .  S e n s e  a n d  a n t i s e n s e  
p r o b e s  w e r e  t e s t e d  o n  H L  t u m o u r  b i o p s y  b u t  n o  s i g n a l  w a s  d e t e c t e d  f o r  b j l - 1  m R N A .  
N o  s u b s e q u e n t  a t t e m p t s  a t  b f l - 1  m R N A  d e t e c t i o n  w e r e  m a d e  w i t h  t h e  s e n s e  a n d  
a n t i s e n s e  b f l - 1  t r a n s c r i p t s  d u e  t o  t i m e  c o n s t r a i n t s .  
A panel or HL-derived cell lines was tested for the expression of hy7-l mRNA. High- 
level h f l - I  mRNA expression was observed En dl cultured H/RS cell lines tested relative 
to the type I EBV positive Burkitt's lymphoma (BL) cell line, MUTU I, and the 
housekeeping genes p p r i h  and i32 by RNnse protection assay (RPA) and relative to 
the EBV negative EL cell lines, DG75 and OKU BL by mltime quantitative PCR. 
RNA fmm a panel of lymphoma cell lines was also tested for expression of a novel l~ f l -  
I splice variant designated l~fl-IS.  Bjl-1 hut not 40-IS mRNA expression was detected 
in Type 11Dl BL cell lines, lymphoblastoid cell lines (LCLs) and ML-derived cell lines. 
3 . 2  R e s u l t s  -  D e t e c t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  H L  
T h e  e x p r e s s i o n  o f  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  i n  
c u l t u r e d l p r i m a r y  W R S  c e l l s  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  b f l - 1 ,  b i k  a n d  b c l - w  ( S e c t i o n  1 . 7 . 6 ) .  
B a s e d  o n  t h i s  n e e d  t o  c o m p l e t e  t h e  a p o p t o s i s  p r o f i l e  i n  t h i s  c e l l  c o n t e x t  a n d  o n  p r e v i o u s  
f i n d i n g s  i n  o u r  l a b o r a t o r y  e s t a b l i s h i n g  a  r o l e  f o r  b j ' l - 1  i n  r e g u l a t i n g  t h e  s u r v i v a l  o f  E B V -  
i n f e c t e d  B  c e l l s  ( b f l - 1  i s  r e g u l a t e d  b y  E B V  p r o t e i n s  L M P l  a n d  E B N A 2 ) ,  a n d  i n  o t h e r  
l a b o r a t o r i e s  s u g g e s t i n g  t h a t  b j Z - 1  e x p r e s s i o n  i s  a  k e y  f a c t o r  i n  o t h e r  B - c e l l  n e o p l a s i a s  
( S e c t i o n  1 . 7 . 5 ) ,  i t  w a s  a  p r i m a r y  a i m  o f  t h i s  s t u d y  t o  e v a l u a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  b f l - 1  i n  
W R S  c e l l s  o f  E B V  p o s i t i v e l n e g a t i v e  H L .  
3 . 2 . 1  D e t e c t i o n  o f  b j Z - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  H I R S  c e l l s  o f  H D  p a t i e n t s  
E x a m i n a t i o n  o f  b j Z - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  s t a t u s  i n  H L  t u m o u r  t i s s u e  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  
c o l l a b o r a t i o n  w i t h  a  l e a d i n g  H L t E B V  r e s e a r c h  l a b o r a t o r y  a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  
B i r m i n g h a m ,  U . K .  U n f o r t u n a t e l y ,  i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  w a s  n o t  a n  a v a i l a b l e  o p t i o n  
d u e  t o  t h e  l a c k  o f  a  s u i t a b l e  a n t i - B f l - 1  a n t i b o d y .  T w o  R N A - b a s e d  t e c h n i q u e s  w e r e  
c h o s e n  t o  d e t e c t  b f l - 1  e x p r e s s i o n  i n  p r i m a r y  t u m o u r  t i s s u e ;  l a s e r  c a p t u r e  m i c r o d i s s e c t i o n  
( L C M )  f o l l o w e d  b y  o n e - s t e p  n e s t e d  R T - P C R  a n d  i n  s i t u  h y b r i d i s a t i o n  ( I S H )  u s i n g  a n  
a n t i - s e n s e  r i b o p r o b e  t o  b j ' l - I  s y n t h e s i s e d  b y  i n  v i t r o  t r a n s c r i p t i o n  f r o m  a  d e d i c a t e d  
p l a s m i d  ( p G E M - b f l - 1 - R P )  d e s i g n e d  a n d  c o n s t r u c t e d  p r i o r  t o  t h e  B i r m i n g h a m  v i s i t .  T h e  
a n a l y s i s  w a s  r e s t r i c t e d  t o  c a s e s  o f  n o d u l a r  s c l e r o s i s  ( N S )  d i s e a s e  t y p e ,  t h e  m a i n  
h i s t o t y p e  o f  c H L  ( S e c t i o n  1 . 2 )  d u e  t o  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  t i s s u e s .  
3 . 2 . 1 . 1  L a s e r  C a p t u r e  M i c r o d i s s e c t i o n  
S i n c e  H L  t u m o u r s  a r e  c o m p r i s e d  o f  h e t e r o g e n e o u s  p o p u l a t i o n s  o f  c e l l s ,  w i t h  o n l y  1 - 2  %  
m a l i g n a n t  c e l l s ,  a  t e c h n i q u e  t h a t  e n a b l e d  t h e  a n a l y s i s  o f  p u r e  W R S  c e l l  p o p u l a t i o n s  w a s  
n e c e s s a r y .  L C M  i s  a  p o w e r f u l  t e c h n i q u e  t h a t  p e r m i t s  p r o c u r e m e n t  o f  s i n g l e l m u l t i p l e  
c e l l s  f r o m  t i s s u e  u s i n g  t h e  p r e c i s i o n  o f  l a s e r s .  F r o z e n  p r i m a r y  t u m o u r  t i s s u e  f r o m  H D  
p a t i e n t s  d i a g n o s e d  w i t h  N S  d i s e a s e  t y p e  w a s  p r e p a r e d  a t  7  p n  o n  R N a s e - f r e e  g l a s s  
s l i d e s ,  f i x e d  i n  1 0 0  %  ( v l v )  e t h a n o l  a n d  s t a i n e d  w i t h  H a e m a l u m  ( b l u e  n u c l e a r  s t a i n )  f o r  
p a t h o l o g i c a l  r e v i e w  ( S e c t i o n  2 . 5 . 1 . 1 ) .  L C M  w a s  u s e d  t o  p r o c u r e  a  p u r e  p o p u l a t i o n  o f  
W R S  o r  r e a c t i v e l b y s t a n d e r  c e l l s  u n d e r  d i r e c t  m i c r o s c o p i c  v i s u a l i s a t i o n  ( S e c t i o n  2 . 5 . 2 ) .  
C e l l s  w e r e  c h o s e n  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e i r  m o r p h o l o g y .  H I R S  c e l l s  ( F i g u r e  3 . 1 )  f r o m  t h r e e  
E B V  n e g a t i v e  H L  c a s e s  ( r e f e r r e d  t o  a s  C a s e  1 ,  2  a n d  3 )  a n d  t h r e e  E B V  p o s i t i v e  H L  
c a s e s  ( r e f e r r e d  t o  a s  C a s e  4 ,  5  a n d  6 )  w e r e  c o l l e c t e d .  R e a c t i v e l b y s t a n d e r  c e l l s  ( F i g u r e  
3 . 2 )  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  E B V  n e g a t i v e  C a s e  2  a n d  E B V  p o s i t i v e  C a s e  6 .  G e r m i n a l  
c e n t r e  ( G C )  B  c e l l s  f r o m  t o n s i l  w e r e  a l s o  c o l l e c t e d  b y  L C M  t o  a c t  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  
a s  b f l - 1  t r a n s c r i p t  h a s  b e e n  d e t e c t e d  i n  t h e  G C  c e l l s  o f  l y m p h o i d  f o l l i c l e s  ( J u n g - H a  e t  
a l . ,  1 9 9 8 ) .  
F i g u r e  3 . 1  D e t e c t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  W R S  c e l l s  o f  H L  p a t i e n t s .  
L C M  o f  W R S  c e l l s  f r o m  f r o z e n  p r i m a r y  t u m o u r  t i s s u e  s e c t i o n s  p r e p a r e d  a t  7  p n  o n  
R N a s e - f r e e  g l a s s  s l i d e s  a n d  s t a i n e d  w i t h  h a e m a l u m .  W R S  c e l l s  ( a r r o w s )  i d e n t i f i e d  b y  
t h e i r  c h a r a c t e r i s t i c  m o r p h o l o g y  w e r e  m i c r o d i s s e c t e d  ( l e f t ;  b e f o r e ,  r i g h t ;  a f t e r ) .  
F i g u r e  3 . 2  D e t e c t i o n  o f  b J 1 - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  b y s t a n d e r l r e a c t i v e  c e l l s  o f  H L  
p a t i e n t s .  
F r o z e n  p r i m a r y  t u m o u r  t i s s u e  s e c t i o n s  f r o m  t w o  N S H L  p a t i e n t s  ( 1  E B V  p o s i t i v e ,  1  
E B V  n e g a t i v e ,  a l l  n o d u l a r  s c l e r o s i s  d i s e a s e  t y p e )  w e r e  p r e p a r e d  a t  7  p m  o n  R N a s e - f r e e  
g l a s s  s l i d e s  a n d  w e r e  s t a i n e d  w i t h  h e m a t o x y l i n .  W R S  c e l l s  ( a r r o w s )  i d e n t i f i e d  b y  t h e i r  
c h a r a c t e r i s t i c  m o r p h o l o g y  a n d  C D 3 0 - p o s i t v e  s t a i n i n g  a r e  s h o w n .  C e l l s  w e r e  c o l l e c t e d  
b y  L C M .  B y s t a n d e r h e a c t i v e  c e l l s  ( w i t h i n  c i r c l e )  i d e n t i f i e d  b y  t h e i r  c h a r a c t e r i s t i c  
m o r p h o l o g y  ( l e f t ;  b e f o r e ,  r i g h t ;  a f t e r ) .  
R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  m i c r o d i s s e c t e d  c e l l s  a n d  r e v e r s e - t r a n s c r i b e d  t o  D N A  i n  a  
m a n n e r  t h a t  f a c i l i t a t e d  d e t e c t i o n  o f  t h e  t w o  i s o f o r m s  o f  t h e  b f l - 1  g e n e .  
3 . 2 . 1 . 2  B f l - 1  i s o f o r m s  
S e v e r a l  p r o t e i n s  o f  t h e  B c l - 2  f a m i l y ,  i n c l u d i n g  B c l - 2 ,  B c l - x  a n d  B a x ,  h a v e  m e m b r a n e -  
b o u n d  a n d  s o l u b l e  i s o f o r m s ,  w h i c h  a r e  g e n e r a t e d  b y  a l t e r n a t i v e  s p l i c i n g  ( H o c k e n b e r y  e t  
a l . ,  1 9 9 0 ,  B o i s e  e t  a l . ,  1 9 9 3  a n d  S h i  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  I s o f o r m s  o f  t h e  B c l - 2  f a m i l y  c a n  
e i t h e r  c o o p e r a t e  o r  a n t a g o n i s e  e a c h  o t h e r  ( r e v i e w e d  i n  A k g u l ,  M o u l d i n g  a n d  E d w a r d s ,  
2 0 0 4 ) .  A l t e r n a t i v e  s p l i c i n g  f o r m s  o f  B c l - x  g i v e  r i s e  t o  t w o  t r a n s c r i p t s  c o d i n g  f o r  e i t h e r  a  
l o n g  ( B c l - x L )  o r  a  s h o r t  ( B c l - x s )  f o r m  o f  t h e  p r o t e i n .  B c l - X L  i n h i b i t s  c e l l  d e a t h ,  w h e r e a s  
B c l - x s  a n t a g o n i s e s  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  a c t i o n  o f  b o t h  B c l - 2  a n d  B c l - X L .  I t  h a s  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  m i c e  h a v e  t h r e e  f u n c t i o n a l  v a r i a n t s  o f  A l ,  t h e  m o u s e  h o m o l o g u e  o f  
B f l - 1  ( H a t a k e y a m a  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) ,  a n d  r e c e n t l y  t w o  i s o f o r m s  o f  h u m a n  B f l - 1  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d  b y  K O  e t  a l . ,  ( 2 0 0 3 b ) ,  d e s i g n a t e d  B f l - 1  a n d  B f l - I S  ( F i g u r e  3 . 3 ) .  
T h e  b f l - I S  p r i m a r y  s e q u e n c e  c o n t a i n s  f o u r  c o n s e r v e d  B c l - 2  h o m o l o g y  ( B H )  d o m a i n s  
a n d  a  p o s i t i v e - c h a r g e d  C - t e r m i n u s  c o n t a i n i n g  K K R K  a m i n o  a c i d s .  B f l - 1  l o c a l i s e s  t o  t h e  
m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e  w h i l e  B f l - 1 s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  l o c a l i s e  i n  t h e  n u c l e u s .  
A l t h o u g h  c u r r e n t l y  t h e  b i o l o g i c a l  r o l e  f o r  B f l - I S  i s  n o t  f u l l y  u n d e r s t o o d  i t  i s  p o s t u l a t e d  
t h a t  B f l - 1 s  d e l a y s  t h e  a c t i v a t i o n  o f  m i t o c h o n d r i a 1  a p o p t o s i s  b y  s e q u e s t e r i n g  B i d  a t  t h e  
n u c l e u s  a n d  b y  i n t e r f e r i n g  w i t h  c l e a v a g e  o f  B i d .  C l e a v a g e  o f  B i d  t o  p r o d u c e  t r u n c a t e d  
B i d  ( t B i d )  s u b s e q u e n t l y  p r o m o t e s  C y t o c h r o m e  c  ( C y t  c )  r e l e a s e  a n d  a p o p t o s i s  u p o n  
t r a n s l o c a t i o n  t o  t h e  m i t o c h o n d r i a .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  b f l - I S  m R N A  w a s  d e t e c t e d  
p r e d o m i n a n t l y  i n  n o r m a l  l y m p h  n o d e s  a n d  i n  B - l y m p h o i d  l e u k e m i a  c e l l s .  H o w e v e r ,  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  B f l - I S  i n  HL w a s  n o t  i n v e s t i g a t e d  b y  K O  e t  a l ,  2 0 0 3 b .  
E  s o i l  I  E s o i r  I 1  E  s o i l  1 1 1  
B f l - I  g t l I l C  
I l l t r o l l  I  I l l t r o l l  1 1  
S t a r t  ( 6 8 6 4 9 8 )  
l ? f r - I  i n R N A  
4 2 0  b p  1 0 5  b p  
S t a r t  ( 6 8 6 4 9 8 )  T M  ( 6 7 6 5 3 8 )  
B f l - I S  i n R N A  
4 2 0  b p  
F i g u r e  3 . 3  T h e  o r g a n i s a t i o n  o f  t h e  b j 2 - 1  g e n e  i s  c o m p a r e d  w i t h  m R N A s  e n c o d i n g  
b f l - 1  a n d  b j 2 - I S .  
T h e  b f l - 1  g e n e  l o c a t e d  o n  c h r o m o s o m e  1 5  w a s  i d e n t i f i e d  f r o m  1 6 8 8  k b  o f  t h e  W o r k i n g  
D r a f t  S e q u e n c e  o f  H u m a n  C h r o m o s o m e  1 5  ( t h e  G e n B a n k l E B I  d a t a b a s e  n o .  
N T - 0 1 0 3 6 0 ) .  S p l i c i n g  s i t e s  a n d  s t a r t  a n d  s t o p  p o s i t i o n s  a r e  i n d i c a t e d  a s  u p p e r  n u m b e r s  
a t  t h e i r  r e s p e c t i v e  g e n o m i c  n u c l e o t i d e  p o s i t i o n s .  L i g a t i o n  o f  e x o n s  I  a n d  111 p r o d u c e s  
b f l - 1  m R N A  ( U 2 7 4 6 7 ) ,  w h e r e a s  t h e  i n c l u s i o n  o f  t h e  5 6 - b p  e x o n  I 1  p r o d u c e s  b j l - 1 S  
m R N A ,  w h i c h  e n c o d e s  a  1 6 3  a m i n o - a c i d  p r o t e i n  b y  a n  o p e n  r e a d i n g  f r a m e  ( O R F )  s h i f t ,  
a n d  c a u s e s  a n  e a r l y  t r a n s l a t i o n  t e r m i n a t i o n .  P o s i t i o n s  o f  t h e  R T - P C R  p r i m e r s  a r e  
i n d i c a t e d  b y  a  b l a c k  a r r o w h e a d  f o r  R T - p r i m e r 1  a n d  a  g r e y  a r r o w h e a d  f o r  R T - P r i m e d .  
A d a p t e d  f r o m  K O  e t  a l . ,  2 0 0 3 b .  
T o  t e s t  f o r  b j l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n ,  R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  m i c r o d i s s e c t e d  c e l l s  
( S e c t i o n  2 . 6 . 5 ) ,  r e v e r s e - t r a n s c r i b e d  a n d  P C R  a m p l i f i e d  i n  a  n e s t e d  P C R  a s s a y  ( F i g u r e  
3 . 4 )  d e s i g n e d  t o  d e t e c t  b f l - 1  m R N A  i n  a  s i n g l e - s t e p  R T - P C R  a p p r o a c h  ( S e c t i o n  2 . 6 . 6 )  
u s i n g  b j l - I - s p e c i f i c  i n t e r n a l  a n d  e x t e r n a l  p r i m e r s  ( B F L - 1  I N T  F / R  a n d  B F L -  1  E X T  F / R ;  
s e q u e n c e s  l i s t e d  i n  T a b l e  2 - 6 ) .  T h i s  a s s a y  w a s  a l s o  d e s i g n e d  t o  r e s o l v e  t h e  b j l - 1  m R N A  
s p l i c e  v a r i a n t s  d i s c u s s e d  i n  S e c t i o n  3 . 2 . 1 . 2  i n  t h e  m a n n e r  o u t l i n e d  i n  F i g u r e  3 . 4 .  
B F L - 1  E X T  F  
+  
+  
B F L -  1  E X T  R  
B F L - 1  I N T F  B F L - 1  I N T F  
+  +  
5 3 -  Q J  -  4 S l  l y  
-  -  
B F L - I  I N T R  B F L - I  I N T R  
y - l s  
a  
2 - 0  Q J  2 2 s  l p  
F i g u r e  3 . 4  S c h e m a t i c  o f  n e s t e d  P C R  a p p r o a c h  t o  d e t e c t  a n d  r e s o l v e  b j 7 - l / b J I - 1 S  
e x p r e s s i o n  i n  H / R S  c e l l s .  
P C R  a m p l i f i c a t i o n  w i t h  B f l - 1  I N T  F I R  p r i m e r s  w o u l d  g e n e r a t e  a  f r a g m e n t  o f  s i z e  
2 2 3 / 2 7 9  b p  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  b j l - l / b J Z - I S .  S i m i l a r l y  a m p l i f i c a t i o n  w i t h  B F L - I  
E X T  F I R  w o u l d  g e n e r a t e  a  f r a g m e n t  o f  s i z e  4 8 1 1 5 3 7  b p  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  b f l -  
l / b f l - I S  r e s p e c t i v e l y .  
F r o m  t h e s e  r e s u l t s ,  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  ( w i t h o u t  b f l - I S  
e x p r e s s i o n )  w a s  d e t e c t e d  i n  p r i m a r y  t u m o u r  H / R S  c e l l s  ( F i g u r e  3 . 5 ) .  S i m i l a r l y ,  D f l - 1  
e x p r e s s i o n  ( w i t h o u t  b f l - 1 s  e x p r e s s i o n )  w a s  d e t e c t e d  i n  r e a c t i v e  c e l l s  f r o m  p r i m a r y  
t u m o u r  t i s s u e  a n d  i n  G C  B  c e l l s .  W h i l e  b y - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  p r e v i o u s l y  d e t e c t e d  
i n  G C  B  c e l l s  ( J u n g - H a  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) ,  t h e  p r o f i l e  o f  t h e  b f l - I S  s p l i c e  v a r i a n t  e x p r e s s i o n  
w a s  n o t  i n v e s t i g a t e d .  T h e  d e t e c t i o n  o f  e x p r e s s i o n  o f  b f l - 1  m R N A  o n l y  i n  p r i m a r y  
t u m o u r  W R S  c e l l s  a n d  G C  B  c e l l s  i s  a  n o v e l  o b s e r v a t i o n .  
M 1 2 3 4 5 7  8 9  
3 U J b p  *  
2 1 3 0 b p  *  
L a n e  N o :  
M  D N A  L a r l d e r  
1  
E B V  -  C a s e  1  H I R S  c e l l s  
2  
E B V  -  C a s e  2  W R S  c e l l s  
3  
E B V  -  C a s e  3  H I R S  c e l l s  
4  E B J T + C a s e l W R S  c e l l s  
5  E B V  +  C i l s e  2  H l R S  c e l l s  
6  E B V +  C a s e 3  W R S  c e l l s  
7  E B V  -  C a s e  1  R e a c t i v e  c e l l s  
8  E B V  + C a s e  1  R e a c t i v e  c e l l s  
9  T o n l :  G e r m i n a l  C e n t r e B  c e l l s  
F i g u r e  3 . 5  b j Z - 1  m R N A  d e t e c t i o n  i n  m i c r o d i s s e c t e d  c e l l s .  
R T - P C R  a n a l y s i s  u s i n g  a  n e s t e d  P C R  a p p r o a c h  w a s  u s e d  t o  d e t e c t  b j l - l / b f Z - I S  m R N A  
e x p r e s s i o n .  B j l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  d e t e c t e d  a s  a  2 3 2  b p  p r o d u c t  i n  a l l  H L  c a s e s  
i r r e s p e c t i v e  o f  E B V  s t a t u s ,  i n  b y s t a n d e r  c e l l s J r e a c t i v e  l y m p h o i d  t i s s u e  o f  b o t h  E B V  
p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c a s e s  a n d  i n  G C  B  c e l l s  f r o m  t o n s i l .  
D e t e c t i o n  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  b f l - 1  m R N A  i n  r e a c t i v e  c e l l s  o f  t u m o u r  t i s s u e  w a s  n o t  
s u r p r i s i n g .  W R S  c e l l s  o f  H L  r e p r e s e n t  < 1  %  o f  c e l l s  i n  a n  i n v o l v e d  l y m p h  n o d e .  T h e s e  
m a l i g n a n t  c e l l s  a r e  e m b e d d e d  i n  a  b a c k g r o u n d  o f  n o n - n e o p l a s t i c  c e l l s ,  w h i c h  a r e  
b e l i e v e d  t o  b e  r e c r u i t e d  a n d  a c t i v a t e d  b y  W R S - d e r i v e d  c y t o k i n e s  ( P i n t o  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  
T h e  r e a c t i v e  b a c k g r o u n d ,  c o n s t i t u t i n g  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  m a l i g n a n c y ,  i s  c o m p o s e d  o f  a  
m i x e d  i n f l a m m a t o r y  i n f i l t r a t e  v a r i a b l y  c o m p o s e d  o f  l y m p h o c y t e s ,  e o s i n o p h i l s ,  
f i b r o b l a s t s ,  m a c r o p h a g e s  a n d  p l a s m a  c e l l s  ( S k i n n i d e r  a n d  M a k ,  2 0 0 2 ) .  L y m p h o c y t e s  
m a k i n g  u p  t h e  i n f l a m m a t o r y  b a c k g r o u n d  o f  H L  a r e  n o t  i n n o c e n t  b y s t a n d e r s ,  b u t  c a n  
i n t e r a c t  w i t h  n e o p l a s t i c  R S  c e l l s ,  a n d  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  t o  a f f e c t  t u m o u r  g e n e s i s  a n d  
p r o g r e s s i o n  ( P o p p e m a  a n d  v a n  d e n  B e r g ,  2 0 0 0 ) .  J u n g - H a  e t  a l . ,  ( 1 9 9 8 ) ,  o b s e r v e d  
p r o m i n e n t  b j l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  s i g n a l s  b y  I S H  i n  t h e  l y m p h a t i c  t i s s u e ,  i n c l u d i n g  
t o n s i l ,  l y m p h  n o d e s  a n d  l y m p h o i d  n o d u l e s  o f  t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t .  
T h e s e  r e s u l t s  c o n f i r m  t h e  e x p r e s s i o n  o f  b j l - 1  m R N A  i n  W R S  a n d  b y s t a n d e r  c e l l s  o f  H L  
b u t  d o  n o t  i n d i c a t e  t h e  r e l a t i v e  l e v e l  o f  e x p r e s s i o n .  T o  m a k e  a  c o m p a r a t i v e  q u a n t i t a t i v e  
a n a l y s i s ,  R N A  e x t r a c t e d  f r o m  H / R S  c e l l s  a n d  r e a c t i v e t b y s t a n d e r  c e l l s  p r o c u r e d  b y  L C M  
w a s  r e v e r s e - t r a n s c r i b e d  t o  c D N A  u s i n g  r a n d o m  p r i m e r s  a n d  t h e  S e n s i s c r i p t  r e v e r s e  
t r a n s c r i p t a s e  ( e n a b l e s  R T  o f  < 5 0  n g  R N A )  ( S e c t i o n  2 . 6 . 7 . 1 ) .  T h e  r e l a t i v e  l e v e l  o f  b f l - 1  
m R N A  w a s  q u a n t i f i e d  i n  H R S  c e l l s  a n d  r e a c t i v e b y s t a n d e r  c e l l s  ( F i g u r e  3 . 6 )  b y  r e a l -  
t i m e  q - P C R  u s i n g  T a q M a n  a s s a y s  ( S e c t i o n  2 . 6 . 4 . 2 )  f o r  b f l - 1  a n d  g a p d h  ( e n d o g e n o u s  
c o n t r o l ) .  R N A  f r o m  H R S  c e l l s  o f  t w o  E B V  n e g a t i v e  ( C a s e  1  a n d  C a s e  2 )  a n d  t w o  E B V  
p o s i t i v e  ( C a s e  4  a n d  C a s e  5 )  H L  c a s e s  a n d  R N A  f r o m  r e a c t i v e l b y s t a n d e r  c e l l s  i n  t w o  
c a s e s  ( C a s e  2 ;  E B V  n e g a t i v e  a n d  C a s e  6 ;  E B V  p o s i t i v e )  w a s  q u a n t i f i e d  f o r  b $ - 1  l e v e l  
b y  q - P C R .  U n f o r t u n a t e l y  R N A  f r o m  W R S  c e l l s  f r o m  C a s e  3  a n d  C a s e  5  w a s  n o t  o f  
s u f f i c i e n t  i n t e g r i t y  o r  q u a n t i t y  f o r  q u a n t i f i c a t i o n  b y  q - P C R .  
S p e c i f i c a l l y ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  l e v e l  o f  b f l - 1  r n R N A  i n  r e a c t i v e b y s t a n d e r  c e l l s  f r o m  
l y m p h o i d  t i s s u e  o f  E B V  n e g a t i v e  H L  ( B y s t a n d e r  C a s e  2 )  w a s  - 5 0 - f o l d  g r e a t e r  r e l a t i v e  
t o  H I R S  c e l l s  f r o m  t h e  s a m e  C a s e  ( E B V  n e g a t i v e  2 ) .  H o w e v e r ,  W R S  c e l l s  f r o m  E B V  
n e g a t i v e  C a s e  1  e x p r e s s e d  - 2  f o l d  g r e a t e r  l e v e l  o f  b f Z - 1  m R N A  r e l a t i v e  t o  
r e a c t i v e l b y s t a n d e r  c e l l s  o f  E B V  n e g a t i v e  C a s e  2 .  I n  t h e  E B V  p o s i t i v e  c a s e s ,  d i r e c t  
c o m p a r i s o n  o f  b f l - 1  l e v e l  i n  W R S  c e l l s  f r o m  C a s e  6  w a s  n o t  p o s s i b l e  b u t  t h e  l e v e l  o f  
b $ - 1  m R N A  i n  r e a c t i v e h y s t a n d e r  c e l l s  ( B y s t a n d e r  C a s e  6 )  w a s  f o u n d  t o  b e  - 1 0 0 - f o l d  
g r e a t e r  r e l a t i v e  t o  W R S  c e l l s  f r o m  E B V  n e g a t i v e  C a s e s  4  a n d  5 .  
I n  t h e  c a s e s  e x a m i n e d ,  t h e r e f o r e ,  b $ - 1  m R N A  w a s  e x p r e s s e d  t o  a  g r e a t e r  e x t e n t  i n  
b y s t a n d e r  c e l l s  t h a n  i n  W R S  c e l l s  i n  C a s e  2  ( E B V + ) ,  C a s e  4  a n d  C a s e  5  ( E B V - )  a n d  
e x p r e s s e d  t o  a  g r e a t e r  e x t e n t  i n  H I R S  c e l l s  t h a n  i n  b y s t a n d e r  c e l l s  i n  C a s e  1  ( E B V + ) .  
R e l a t i v e  Q u a n t i f i c a t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  i n  H o d g k i n I R e e d - S t e n b e r g  a n d  
B y s t a n d e r l R e a c t i v e  c e l l s  f r o m  E B V + I -  H o d g k i n ' s  L y m p h o m a  t u m o u r  
t i s s u e  
-  
1 0 0 0  -  
P  
al 
E B V  n e g d t l v e  E B V  p o s l t i v e  
E B V  s t a t u s 1 C e l l  t y p e  
F i g u r e  3 . 6  R e l a t i v e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  l e v e l  i n  W R S  a n d  
b y s t a n d e r l r e a c t i v e  c e l l s  f r o m  E B V  + I -  H L  t u m o u r  t i s s u e .  
W R S  a n d  b y s t a n d e r l r e a c t i v e  c e l l s  w e r e  p r o c u r e d  b y  L C M  u n d e r  s t r i c t  R N a s e - f r e e  
c o n d i t i o n s .  R N A  w a s  e x t r a c t e d  a n d  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  u s i n g  r a n d o m  p r i m e r s  a n d  
S e n s i s c r i p t  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e .  A m p l i f i c a t i o n  o f  D N A  w a s  m o n i t o r e d  i n  r e a l - t i m e  b y  
d e t e c t i o n  o f  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  u s i n g  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  b J Z - 1  a n d  a  
F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  g a p d h .  F l u o r e s c e n t  s i g n a l s  w e r e  d e t e c t e d  u s i n g  a n  A B I  
P r i s m  7 5 0 0  S e q u e n c e  D e t e c t i o n  S y s t e m .  L o g , ,  b j 7 - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  
p l o t t e d  f o l l o w i n g  n o r m a l i s a t i o n  f o r  g a p d h .  
3 . 2 . 1 . 3  I n  s i t u  h y b r i d i s a t i o n  u s i n g  s e n s e i a n t i - s e n s e  b j l - 1  r i b o p r o b e s  
I n  s i t u  R N A - R N A  h y b r i d i s a t i o n  ( I S H )  i s  a  t e c h n i q u e  t h a t  e n a b l e s  t h e  v i s u a l i s a t i o n  o f  
s p e c i f i c  m R N A s  i n  i d e n t i f i e d  c e l l s  u s i n g  a  t a r g e t e d  a n t i - s e n s e  p r o b e .  T o  a n a l y s e  b f l - 1  
m R N A  e x p r e s s i o n  i n  t u m o u r  t i s s u e s  b y  I S H ,  a  v e c t o r  w a s  d e s i g n e d  a n d  c o n s t r u c t e d  t o  
p r o d u c e  s e n s e  a n d  a n t i s e n s e  b f l - 1  t r a n s c r i p t s  b y  i n  v i t r o  t r a n s c r i p t i o n  ( I V T ) .  T h e s e  
p r o b e s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  s y n t h e s i s e d  t o  i n c o r p o r a t e  t h e  d i g o x i g e n i n  ( D I G ) - l a b e l  a n d  
w e r e  u s e d  i n  a t t e m p t s  t o  d e t e c t  b j Z - 1  m R N A  i n  m a l i g n a n t  H L  t i s s u e  b y  I S H  
e x p e r i m e n t s .  
I n  o r d e r  t o  g e n e r a t e  a  v e c t o r  c a p a b l e  o f  e x p r e s s i o n  o f  s e n s e l a n t i - s e n s e  b j l - 1  R N A  
t r a n s c r i p t s ,  a  p o r t i o n  o f  t h e  b j l - 1  O R F  w a s  a m p l i f i e d  b y  P C R  a n d  i n s e r t e d  i n t o  t h e  
e x p r e s s i o n  v e c t o r  p G E M  3 Z F  ( T a b l e  2 - 5 )  t o  p r o d u c e  p G E M - b j l - 1 - R P  ( F i g u r e  3 . 7 ) .  T h e  
p G E M  3 Z F  ( P r o m e g a )  e x p r e s s i o n  
v e c t o r  ( F i g u r e  3 . 8 A )  w a s  f i r s t l y  l i n e a r i s e d  b y  
r e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  w i t h  E c o R V H i n d I I I  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  ( F i g u r e  3 . 8 B ) ,  f o l l o w e d  b y  
d e p h o s p h o r y l a t i o n  u s i n g  c a l f  i n t e s t i n a l  p h o s p h a t a s e  ( C I P )  ( S e c t i o n  2 . 3 . 4 )  t o  p r e v e n t  
r e c i r c u l a r i s a t i o n  o f  t h e  l i n e a r i s e d  D N A .  T h e  l i n e a r i s e d ,  C I P - t r e a t e d  D N A  w a s  t h e n  
p u r i f i e d  b y  p h e n o l :  c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  f o l l o w e d  b y  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  ( S e c t i o n  
2 . 3 . 2 ) .  
p C D N A 3 - H A - b f l - 1  ( T a b l e  2 - 5 )  w a s  u s e d  a s  t e m p l a t e  D N A .  T h i s  c o n s t r u c t  c o n t a i n s  t h e  
f u l l  l e n g t h  D J I - 1  O R F  s u b - c l o n e d  d o w n s t r e a m  o f  a  h e m a g g l u t i n i n  ( H A )  p e p t i d e  ( d e r i v e d  
f r o m  t h e  h u m a n  i n f l u e n z a  H A  p r o t e i n )  i n  p C D N A 3  ( D ' S a - E i p p e r  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  A  
p o l t i o n  o f  t h e  b j l - 1  O R F  w a s  a m p l i f i e d  b y  P C R  u s i n g  R i b o F o r l R i b o R e v  p r i m e r s  
( s e q u e n c e s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  2 - 6 )  w h i c h  l e d  t o  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  E c o R V H i n d I I I  
r e s t r i c t i o n  s i t e s  ( u n d e r l i n e d  i n  p r i m e r s )  a t  t h e  5 ' 1 3 '  e n d  o f  t h e  P C R  p r o d u c t s .  F o l l o w i n g  
P C R ,  t h e  p r o d u c t s  w e r e  a n a l y s e d  b y  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( S e c t i o n  2 . 3 . 1 3 )  
( F i g u r e  3 . 8 C ) .  T h e  P C R  p r o d u c t s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  p u r i f i e d  u s i n g  t h e  w i z a r d B  D N A  
p u r i f i c a t i o n  s y s t e m  ( S e c t i o n  2 . 3 . 6 ) ,  d i g e s t e d  w i t h  E c o R I I H i n d I I I  a n d  p u r i f i e d  b y  p h e n o l :  
c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  f o l l o w e d  b y  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n .  T h e  d i g e s t e d ,  p u r i f i e d  P C R  
p r o d u c t s  w e r e  t h e n  s u b - c l o n e d  i n t o  t h e  E c o R I I H i r t d I I I  s i t e s  o f  p G E M  3 Z F .  L i g a t i o n  
( S e c t i o n  2 . 3 . 7 )  o f  v e c t o r  a n d  i n s e r t  D N A  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  2 2  " C  f o r  3  h .  
p  G E  N I - 3  Z F  
I  
1 .  P C R  a m p l i f i c a t i o n  o f  b j T - I  
2 .  R s e t r i c t i o n  d i g e s t i o n  o f  
s e q u e n c e  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  P C R  
p G E M  3 Z F  D N A  u s i n g  
p r o d u c t s  
E c o R V H i n d I I I  f o l l o w e d  b y  C I P  
t r e a t m e n t  
2 9  
p  G E M - 3 Z P  
3 .  R e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  o f  P C R  
4 .  P h e n o l :  c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  
p r o d u c t s  w i t h  E c o R V H i n d I I I ,  
L /  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  o f  
f o l l o w e d  b y  p h e n o l :  c h l o r o f o r m  
d g i e s t e d ,  C I P - t r e a t e d  p G E M  3 Z F  
e x t r a c t i o n  a n d  e t h a n o l  5 .  L i g a t i o n  D N A  
p r e c i p i t a t i o n  
6 .  T r a n s f o r m a t i o n  i n t o  E .  c o l i  J M 1 0 9  c e l l s  
7 .  S c r e e n i n g  o f  t r a n s f o r m a n t s  b y  r e s t r i c t i o n  a n a l y s i s  a n d  s e q u e n c i n g  
8 .  L i n e a r i s a t i o n  o f  p G E M - b j T - 1 - R P  w i t h  H i n d 1 1  o r  E c o R I  a n d  R N A  s y n t h e s i s  b y  a n d  T 7  o r  S P 6  
R N A  p o l y m e r a s e s  r e s p e c t i v e l y  
T  7  4 - - " - &  E c o m  
p  G E  h 1 -  
b  f b l - R P  
2 9  3 1 5  
3 1  5  2 9  
2 9  3 1  5  
3 1  5  2 9  
F i g u r e  3 . 7  G e n e r a t i o n  o f  p G E M - b f l - 1 - R P ;  a  v e c t o r  c a p a b l e  o f  s y n t h e s i s i n g  
s e n s e / a n t i - s e n s e  b - - I  R N A  t r a n s c r i p t s  f o r  I S H .  
F l o w  d i a g r a m  d e t a i l i n g  t h e  s t e p s  i n v o l v e d  i n  g e n e r a t i n g  t h e  p G E M - b f l - I - R P  c o n s t r u c t .  
B r i e f l y ,  a  p o r t i o n  o f  t h e  b f l - 1  O R F  w a s  a m p l i f i e d  b y  P C R  u s i n g  p C D N A 3 - H A - b f l - 1  a s  
t e m p l a t e  D N A ,  d i g e s t e d  w i t h  E c o R V H i n d I I I  a n d  s u b - c l o n e d  i n t o  t h e  E c o R V H i n d l I I  
s i t e s  o f  p G E M  3 Z F .  C o m p e t e n t  E .  c o l i  J M 1 0 9  c e l l s  w e r e  t r a n s f o r m e d  w i t h  t h e  
r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  a n d  a  n u m b e r  o f  i n d e p e n d e n t l y  t r a n s f o r m e d  c o l o n i e s  w e r e  s e l e c t e d  
f o r  g r o w t h  o f  s m a l l - s c a l e  c u l t u r e s .  P l a s m i d  D N A  i s o l a t e d  f r o m  e a c h  c u l t u r e  w a s  t h e n  
a n a l y s e d  b y  r e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  a n d  s e q u e n c i n g .  p G E M - b f l - I - R P  D N A  w a s  l i n e a r i s e d  
w i t h  H i n d 1 1 1  o r  E c o R I  a n d  r u n - o f f  t r a n s c r i p t s  w e r e  i n  v i t r o  t r a n s c r i b e d  u s i n g  T 7  o r  S P 6  
R N A  p o l y m e r a s e s  r e s p e c t i v e l y .  
A  
, a . I  U L , ~  T 7  T ~ r o ~ s c n p t ~ o ~ l  s t a t  
t r n l  I n v ,  
f' s - - - ?  ?  
,  .  ,  
: 5 '  T G T A A  T A C G A  C T C A C  T A T A G  G G C W  A T T C G  A G C T C - - -  
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T 7  p r o m o t e r  - -  
I  
S P 6  T l a n s c ~ ~ p t ~ o l ~  s t a ~ t E c O R 1  
I
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F i g u r e  3 . 8  A n a l y s i s  o f  t h e  c l o n i n g  s t e p s  i n  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  p G E M - b f l - 1 - R P  
T h e  p G E M - b j Z - 1 - R P  m R N A  e x p r e s s i o n  p l a s m i d  w a s  c o n s t r u c t e d  b y  c l o n i n g  a  p o r t i o n  
o f  t h e  b f l - 1  g e n e  i n t o  t h e  p l a s m i d  p G E M  3 Z F  ( A ;  l e f t )  b e t w e e n  t h e  E c o R I  a n d  H i n d I I I  
s i t e s  o f  t h e  m u l t i p l e  c l o n i n g  s i t e ,  f l a n k e d  b y  t r a n s c r i p t i o n  s t a r t  s i t e s  f o r  T 7  a n d  S P 6  
R N A  p o l y m e r a s e s  ( A ;  r i g h t ) .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  [ 0 . 7  %  ( B ) ,  2  %  ( C )  a n d  1  %  
( D )  a g a r o s e - 1  X  T A E  g e l  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  1 0 0  V  f o r  1  h  i n  1  X  T A E ]  w a s  u s e d  t o  
m o n i t o r  c l o n i n g  s t e p s .  ( B )  L a n e  1  ;  1  k b  l a d d e r  ( I n v i t r o g e n ) ,  l a n e  2 ,  3 ;  p G E M  3 Z F  D N A ,  
l a n e  4 ,  5 ;  p G E M  3 Z F  D N A  l i n e a r i s e d  w i t h  E c o R V H i n d I I I  t o  r e v e a l  - 3 . 2  k b  f r a g m e n t ,  
i n d i c a t e d  b y  b l a c k  a r r o w .  ( C )  L a n e  1 ;  1 0 0  b p  l a d d e r ,  l a n e  2 1 3 ;  b j Z - 1  P C R  p r o d u c t  o f  -  
3 0 0  b p  b e f o r e l a f t e r  p u r i f i c a t i o n ,  i n d i c a t e d  b y  b l a c k  a r r o w .  ( D )  E c o R V H i n d I I I  r e s t r i c t i o n  
a n a l y s i s  o f  t r a n s f o r m a n t  D N A .  L a n e  1 1 8 ;  1  k b 1 1 0 0  b p  l a d d e r ,  l a n e  2 - 7 ;  t r a n s f o r m a n t  
D N A ,  p o s i t i v e  c l o n e s  ( l a n e s  2 - 4 ,  6 - 7 )  r e v e a l e d  -  3 0 0  b p  f r a g m e n t  u p o n  d i g e s t i o n ,  
d e s i g n a t e d  b y  b l a c k  a r r o w .  
F o l l o w i n g  t h e  l i g a t i o n  r e a c t i o n ,  c o m p e t e n t  E .  c o l i  J M 1 0 9  ( S e c t i o n  2 . 3 . 8 )  c e l l s  w e r e  
t r a n s f o r m e d  ( S e c t i o n  2 . 3 . 9 )  w i t h  t h e  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  D N A .  T r a n s f o r m a n t s  w e r e  
s e l e c t e d  f o r  a m p i c i l l i n  ( 1 0 0  p g l m l )  r e s i s t a n c e .  F o l l o w i n g  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n  a t  3 7  " C ,  
a  n u m b e r  o f  c o l o n i e s  w e r e  r a n d o m l y  s e l e c t e d  a n d  i n d i v i d u a l l y  s u b - c u l t u r e d  i n t o  f r e s h  5  
m l  v o l u m e s  o f  L B  b r o t h .  T h e  s e l e c t e d  c l o n e s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7  " C  w i t h  
s h a k i n g  a t  2 0 0  r p m ,  r e a c h i n g  s t a t i o n a r y  g r o w t h  p h a s e .  C e l l s  w e r e  p e l l e t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  6 , 0 0 0  x  g .  P l a s m i d  i s o l a t i o n  ( S e c t i o n  2 . 3 . 1 0 )  w a s  p e r f o r m e d  o n  t h e  
r e s u l t i n g  c e l l  p e l l e t .  R e s t r i c t i o n  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  r e s u l t a n t  D N A  t o  d e t e c t  
t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  b f l - 1  i n s e r t  a t  t h e  e x p e c t e d  s i z e  ( F i g u r e  3 . 8 D ) .  I n t e g r i t y  o f  p l a s m i d  
D N A  w a s  v e r i f i e d  b y  s e q u e n c i n g  ( S e c t i o n  2 . 3 . 1 4 )  u s i n g  a  T 7  p r i m e r  ( T a b l e  2 - 6 ) .  T h e  
p G E M - b f l - 1 - R P - d e r i v e d  p l a s m i d  D N A ,  d e m o n s t r a t e d  1 0 0  %  h o m o l o g y  w i t h  t h e  b f l - I  
g e n e  a s  d e r i v e d  f r o m  t h e  G e n B a n k  c o d i n g  s e q u e n c e ;  a c c e s s i o n  n u m b e r  U 2 7 4 6 7  ( d a t a  
n o t  s h o w n ) .  
F o r  s y n t h e s i s  o f  s e n s e i a n t i - s e n s e  t r a n s c r i p t s ,  t h e  p G E M - b f l - 1 - R P  p l a s m i d  w a s  l i n e a r i s e d  
i n  t w o  i n d e p e n d e n t  r e a c t i o n s  b y  r e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  u s i n g  E c o R I  o r  H i n d I I I  e n z y m e s ,  
e x t r a c t e d  b y  p h e n o l :  c h l o r o f o r m ,  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  a n d  d i s s o l v e d  i n  D E P C  H z O .  
S e n s e  a n d  a n t i - s e n s e  r u n - o f f  t r a n s c r i p t s  w e r e  s y n t h e s i s e d  b y  i n  v i t r o  t r a n s c r i p t i o n  ( I V T )  
u s i n g  S P 6  ( E c o R I  l i n e a r i s e d  D N A )  o r  T 7  ( H i n d I I I  l i n e a r i s e d  D N A )  R N A  p o l y m e r a s e s  
( S e c t i o n  2 . 5 . 3 . 1 )  r e s p e c t i v e l y .  T h e  r e s u l t a n t  - 3 0 0  n t  t r a n s c r i p t s  w e r e  a n a l y s e d  b y  R N A  
g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( S e c t i o n  2 . 6 . 2 )  ( F i g u r e  3 . 9 ) .  
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F i g u r e  3 . 9  R N A  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  i n  v i t r o  t r a n s c r i b e d  s e n s e i a n t i - s e n s e  b j 7 -  
1  r i b o p r o b e s .  
( A )  T 7  i n  v i t r o  t r a n s c r i p t i o n  f r o m  l i n e a r i s e d  p G E M - b f l - 1 - R P .  L a n e  1 :  1 0 0  b p  D N A  
l a d d e r  ( d e n a t u r e d  b y  b o i l i n g ) ,  L a n e  2 :  p G E M - b f l - 1 - R P  a n t i s e n s e  ( m a x i p r e p  i n  U p H 2 0 )  
d i g e s t e d  w i t h  E c o R I  ( n e g a t i v e  c o n t r o l ) ,  L a n e  3 :  p G E M - b y - 1 - R P  a n t i s e n s e  ( m a x i p r e p  i n  
U p H 2 0 )  d i g e s t e d  w i t h  H i n d 1 1  ( a n t i - s e n s e  r i b o p r o b e ) ,  L a n e  4 :  p G E M - b f l - 1 - R P  
a n t i s e n s e  ( m a x i p r e p  i n  D E P C  H 2 0 )  d i g e s t e d  w i t h  E c o R I  ( n e g a t i v e  c o n t r o l ) ,  L a n e  5 :  
p G E M - b f l - 1 - R P  a n t i s e n s e  ( m a x i p r e p  i n  D E P C  H 2 0 )  d i g e s t e d  w i t h  H i n d I I I  ( a n t i - s e n s e  
r i b o p r o b e ) .  ( B )  S P 6  i n  v i t r o  t r a n s c r i p t i o n  f r o m  l i n e a r i s e d  p G E M - b f l - 1 - R P .  L a n e  1 :  1 0 0  
b p  D N A  l a d d e r  ( d e n a t u r e d  b y  b o i l i n g ) ,  L a n e  2 :  p G E M - b f l - 1 - R P  a n t i s e n s e  ( m a x i p r e p  i n  
U p H 2 0 )  d i g e s t e d  w i t h  H i n d 1 1 1  ( n e g a t i v e  c o n t r o l ) ,  L a n e  3 :  p G E M - b f l - I - R P  a n t i s e n s e  
( m a x i p r e p  i n  U p H 2 0 )  d i g e s t e d  w i t h  E c o R I  ( s e n s e  r i b o p r o b e ) ,  L a n e  4 :  p G E M - b f l - I - R P  
a n t i s e n s e  ( m a x i p r e p  i n  D E P C  H 2 0 )  d i g e s t e d  w i t h  H i n d u 1  ( n e g a t i v e  c o n t r o l ) ,  L a n e  5 :  
p G E M - b J Z - I - R P  a n t i s e n s e  ( m a x i p r e p  i n  D E P C  H 2 0 )  d i g e s t e d  w i t h  E c o R I  ( s e n s e  
r i b o p r o b e ) .  
T h e  s e n s e t a n t i - s e n s e  b f l - 1  r i b o p r o b e s  w e r e  t h e n  u s e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  d e t e c t  b f l - 1  
m R N A  e x p r e s s i o n  i n  N S  t u m o u r  b i o p s i e s  b y  I S H .  C r y o s e c t i o n s  f o r  I S H  o f  7  p n  
t h i c k n e s s  w e r e  c u t  a t  - 2 0  " C ,  c o l l e c t e d  o n  V e c t a b o n d  s l i d e s  a n d  f i x e d  i n  4  %  
p a r a f o n n a l d e h y d e  ( S e c t i o n  2 . 5 . 1 . 2 ) .  R N A  t r a n s c r i p t s  w e r e  t r a n s c r i b e d  u s i n g  
d i g o x i g e n i n  ( D I G ) - l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s  i n  a n t i - s e n s e  a n d  s e n s e  o r i e n t a t i o n  u s i n g  T 7  a n d  
S P 6  p o l y m e r a s e s  ( S e c t i o n  2 . 5 . 3 . 1 ) .  D I G - p r o b e s  w e r e  h y b r i d i s e d  w i t h  t i s s u e  s e c t i o n s  
o v e r n i g h t  ( S e c t i o n  2 . 5 . 3 . 2 )  a n d  i r n m u n o d e t e c t e d  u s i n g  a n  a n t i - D I G  a n t i b o d y  ( S e c t i o n  
2 . 5 . 3 . 3 ) .  H o w e v e r ,  n o  s i g n a l  w a s  d e t e c t e d  f o r  b f l - 1  m R N A .  O p t i m i s a t i o n  o f  I S H  
c o n d i t i o n s  t o  d e t e r m i n e  f a v o u r a b l e  p a r a m e t e r s  f o r  p r o b e  h y b r i d i s a t i o n  a n d  s i g n a l  
a m p l i f i c a t i o n  w o u l d  h a v e  b e e n  n e c e s s a r y  b u t  w e r e  n o t  c a r r i e d  o u t  d u e  t o  t i m e  
c o n s t r a i n t s .  A s  b f l - 1  m R N A  w a s  s i m u l t a n e o u s l y  d e t e c t e d  b y  L C M  f o l l o w e d  b y  R T -  
P C R ,  n o  f u r t h e r  I S H  e x p e r i m e n t a t i o n  w a s  p e r f o r m e d .  
3 . 2 . 2  D e t e c t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  c u l t u r e d  H / R S  c e l l s  
C e l l  l i n e s  d e r i v e d  f r o m  h u m a n  t u m o u r s  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  u s e d  a s  e x p e r i m e n t a l  
m o d e l s  o f  n e o p l a s t i c  d i s e a s e  ( R o s s  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  P h y s i o l o g i c a l  o r  e x p e r i m e n t a l  
a d a p t a t i o n  f o r  g r o w t h  i n  c u l t u r e  c a n  o v e r w r i t e  t h e  g e n e  e x p r e s s i o n  p r o g r a m m e s  
e s t a b l i s h e d  d u r i n g  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  v i v o .  
I n  o r d e r  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  h i g h - l e v e l  
e x p r e s s i o n  o f  b J - I  m R N A  o b s e r v e d  i n  H / R S  c e l l s  f r o m  p r i m a r y  t u m o u r  t i s s u e  w a s  
r e f l e c t e d  i n  c u l t u r e d  H / R S  c e l l s  s u b j e c t  t o  t h e  t i s s u e  c u l t u r e  e n v i r o n m e n t  o f  s y n t h e t i c  
g r o w t h  m e d i a  a n d  f e t a l  b o v i n e  s e r u m ,  a n  a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  c o n f i r m  b f l - 1  m R N A  
e x p r e s s i o n  i n  W R S  c e l l  l i n e s  t o  v a l i d a t e  t h e  c e l l  c u l t u r e  m o d e l .  
T h e  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  n i n e  m e m b e r s  o f  t h e  B c l - 2  f a m i l y  i n  c u l t u r e d  W R S  
c e l l s  w e r e  a n a l y s e d  b y  R N a s e  p r o t e c t i o n  a s s a y  ( R P A )  ( F i g u r e  3 . 1 0 ;  i n  c o l l a b o r a t i o n  
w i t h  D r .  B r e n d a n  D ' S o u z a ) .  F o r  r e l a t i v e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  m R N A ,  E B V  p o s i t i v e  B L  
i s o g e n i c  c e l l  l i n e s  w i t h  t y p e  I  l a t e n c y  ( M U T U  I )  a n d  t y p e  111 l a t e n c y  ( M U T U  111) 
p h e n o t y p e s  w e r e  i n c l u d e d  i n  t h e  a n a l y s i s .  T h e  M U T U  I  c e l l  l i n e  i s  a  t y p e  I  B L  c e l l  l i n e  
a n d  i s  t h o u g h t  t o  b e  t h e  i n  v i t r o  e q u i v a l e n t  o f  a  G C  B  c e l l  ( M a c L e n n a n  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  
M U T U  I 1 1  c e l l  l i n e  w a s  p r e v i o u s l y  s h o w n  i n  t h e  l a b o r a t o r y  t o  e x p r e s s  - 2 0 - f o l d  g r e a t e r  
l e v e l  o f  b f l - 1  m R N A  r e l a t i v e  t o  M U T U  I  ( D ' S o u z a ,  R o w e  a n d  W a l l s ,  2 0 0 0 ) .  
C o n s i s t e n t  w i t h  p r e v i o u s  r e p o r t s ,  t h e  e x p r e s s i o n  o f  b c l - 2 ,  b c l - x l ,  b c l - x s ,  b a d ,  b a k ,  b a n :  
a n d  r n c l - 1  c a n  b e  s e e n  t o  b e  a  f e a t u r e  o f  c u l t u r e d  W R S  c e l l s  ( F i g u r e  3 . 1 0 ) .  H i g h  l e v e l s  
o f  b f l - 1  m R N A  a r e  p r e s e n t  i n  a l l  W R S  c e l l  l i n e s  i r r e s p e c t i v e  o f  E B V  s t a t u s  r e l a t i v e  t o  
t h e  t y p e  I  B L  c e l l  l i n e ,  M U T U  1 .  I n  a d d i t i o n ,  p r e v i o u s l y  u n r e p o r t e d  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  
t w o  o t h e r  m e m b e r s  o f  t h e  b c l - 2  f a m i l y  ( b c l - w  a n d  b i k )  a r e  s e e n  h e r e .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  
b c l - w  m R N A  i s  a  f e a t u r e  o f  a l l  t h e  H I R S  a n d  B L  c e l l  l i n e s  t e s t e d .  T h e  a b s e n c e  o f  b i k  
m R N A  e x p r e s s i o n  i n  a l l  W R S  c e l l  l i n e s  i s  d i s t i n c t l y  e v i d e n t  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  b i k  m R N A  i n  t h e  B L  c e l l  l i n e s  t e s t e d  a n d  t h e  r o l e  o f  b i k  e x p r e s s i o n  i n  
E B V - a s s o c i a t e d  B - c e l l  m a l i g n a n c i e s  i s  t h e  s u b j e c t  o f  o n g o i n g  i n v e s t i g a t i o n  i n  t h e  
l a b o r a t o r y .  
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F i g u r e  3 . 1 0  D e t e c t i o n  o f  b f l - I  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  c u l t u r e d  H / R S  c e l l s .  
R i b o n u c l e a s e  p r o t e c t i o n  a s s a y  i n  w h i c h  m R N A  l e v e l s  f r o m  t h e  a p o p t o s i s - r e l a t e d  g e n e s  
b c l - x r ,  b c l - x s ,  b f l - 1 ,  b i k ,  b a k ,  b a x ,  b c l - 2  a n d  r n c l - 1  w e r e  a n a l y s e d  i n  a  r a n g e  o f  H L -  
d e r i v e d  c e l l  l i n e s ,  a  t y p e  I  B L  c e l l  l i n e  a n d  a  t y p e  I I I  B L  c e l l  l i n e .  U n p r o t e c t e d  P ~ ~ -  
l a b e l e d  a n t i s e n s e  r i b o p r o b e s  ( P )  w e r e  l o a d e d  a l o n g s i d e  R P A - p r o c e s s e d  s a m p l e s  a n d  a r e  
s h o w n  l i n k e d  t o  t h e i r  s m a l l e r  R N a s e - p r o t e c t e d  f r a g m e n t s ,  w h i c h  c o r r e s p o n d  t o  t h e  
s t e a d y - s t a t e  l e v e l s  o f  m R N A  i n  t h e  s a m p l e .  T h e  l o c a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  
d e r i v e d  f r o m  b f l - 1  m R N A  i s  i n d i c a t e d  b y  t h e  a r r o w .  b f l - 1  m R N A  l e v e l s  a r e  e l e v a t e d  i n  
H D - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  i r r e s p e c t i v e  o f  E B V  s t a t u s .  
F u r t h e r  t o  t h i s  e x p e r i m e n t ,  i t  w a s  s h o w n  t h a t  b J I - 1  i s  h i g h l y  e x p r e s s e d  i n  c u l t u r e d  H / R S  
c e l l s  b y  R T - q P C R  ( S e c t i o n  2 . 6 . 4 . 2 )  ( F i g u r e  3 . 1  1 )  r e l a t i v e  t o  E B V  n e g a t i v e  B L  c e l l  l i n e s  
( D G 7 5  a n d  O K U  B L )  a f t e r  n o r m a l i s i n g  w i t h  g a p d h  l e v e l s .  T h e  D G 7 5  c e l l  l i n e  w a s  
c h o s e n  a s  t h e  c a l i b r a t o r  a s  i t  e x p r e s s e s  v e r y  l o w  l e v e l s  o f  b f l - 1  m R N A  ( D ' S o u z a  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ) .  T h e  r e l a t i v e  l e v e l  o f  b j l - 1  m R N A  ( c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  C o m p a r a t i v e  C T  m e t h o d  
[ A A C T ]  a s  d e s c r i b e d  b y  L i v a k  a n d  S c h m i t t g e n ,  2 0 0 1 )  a s  s e e n  i n  F i g u r e  3 . 1  1  i s  1 6 5 ,  
2 , 7 1  I - ,  1 0 , 1 1 1 - ,  1 , 2 1 1 -  a n d  1 , 8 0 0 , 0 0 0 -  f o l d  i n  L 5 9 1 ,  L 4 2 8 ,  L 1 2 3 6 ,  K M H 2  a n d  K M H 2 -  
E B V  c e l l  l i n e s  r e s p e c t i v e l y .  
E f f o r t s  w e r e  a l s o  m a d e  t o  d e t e c t  B f l - 1  p r o t e i n  i n  H I R S  c e l l  l i n e s  u s i n g  m a n y  d i f f e r e n t  
b a t c h e s  o f  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  a n t i b o d i e s  i n  w e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  w i t h o u t  s u c c e s s  
( d a t a  n o t  s h o w n ) .  M a n y  a u t h o r s  s t u d y i n g  B f l - 1  e x p r e s s i o n  h a v e  d e s c r i b e d  t h i s  d i f f i c u l t y  
( M o r e b  a n d  Z u c a l i ,  2 0 0 1 ) .  
F i g u r e  3 . 1 1  R e a l  t i m e  q P C R  a n a l y s i s  o f  b f l - 1  m R N A  l e v e l s  f r o m  H L - d e r i v e d  c e l l  
l i n e s  
R N A  i s o l a t e d  f r o m  c e l l  l i n e s  w a s  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  u s i n g  r a n d o m  p r i m e r s  a n d  
a m p l i f i c a t i o n  o f  D N A  w a s  m o n i t o r e d  i n  r e a l - t i m e  b y  d e t e c t i o n  o f  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  
u s i n g  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  b f l - 1  a n d  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  
g a p d h .  F l u o r e s c e n t  s i g n a l s  w e r e  d e t e c t e d  u s i n g  a n  A B I  P r i s m  7 5 0 0  S e q u e n c e  D e t e c t i o n  
S y s t e m .  A f t e r  n o r m a l i s a t i o n  f o r  g a p d h ,  L o g , ,  b j l - l  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  i n  H L -  
d e r i v e d  c e l l  l i n e s  w e r e  p l o t t e d  r e l a t i v e  t o  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l  i n  t h e  E B V -  
n e g a t i v e  B L  c e l l  l i n e s  D G 7 5  a n d  O K U  B L .  
R P A  a n a l y s i s  s h o w e d  t h e  p r e s e n c e  o f  h i g h  l e v e l s  o f  b f l - 1  m R N A  i n  t h e  H L - d e r i v e d  c e l l  
l i n e s  ( F i g u r e  3 . 1 0 )  b u t  f a i l e d  t o  r e s o l v e  t h e  m R N A s  e n c o d i n g  b j Z - l  a n d  b j Z - I S  d u e  t o  
p r o b e  l o c a t i o n  a l o n g  b f l - 1  t r a n s c r i p t .  T o  t h i s  e n d ,  R N A  f r o m  a  p a n e l  o f  H L  ( L 4 2 8 ,  
L 5 9 2 ,  L 1 2 3 6 ,  K M H 2 ,  K M H 2 - E B V ) ,  B L  a n d  L C L s  w a s  e x a m i n e d  f o r  s p l i c e  v a r i a n t  
e x p r e s s i o n  b y  R T  ( S e c t i o n  2 . 6 . 4 . 1 ) ,  f o l l o w e d  b y  e n d p o i n t  P C R  ( S e c t i o n  2 . 3 . 5 )  u s i n g  
R T - p r i m e r s  1  a n d  2  ( T a b l e  2 - 6 ) ,  w h i c h  a n n e a l e d  u p s t r e a r n / d o w n s t r e a m  o f  t h e  b f l - 1  
1 1 6  
s t a r t l s t o p  c o d o n s ,  i n d i c a t e d  a s  b l a c k  a n d  g r e y  a r r o w h e a d s  ( F i g u r e  3 . 3 )  r e s p e c t i v e l y .  I t  
w a s  c l e a r  f r o m  t h i s  e x p e r i m e n t  t h a t  o n l y  t h e  l o n g e r  o f  t h e  t w o  k n o w n  s p l i c e  v a r i a n t s  o f  
b f l - 1  m R N A  w a s  e x p r e s s e d  i n  c u l t u r e d  W R S ,  t y p e  I  B L ,  t y p e  I 1 1  B L  c e l l s  a n d  i n  L C L s  
( F i g u r e  3 . 1 2 ) .  
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1 1  K N I H 2  E B V  ( E B V  +) 
F i g u r e  3 . 1 2  E x p r e s s i o n  o f  b f l - I f i f l - I S  m R N A  i n  l y m p h o m a  c e l l  l i n e s .  
R T - P C R  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  R T - p r i m e r s  1  a n d  2  t o  a m p l i f y  s i m u l t a n e o u s l y  b J 1 - 1  a n d  
b j l - I S  c D N A  a s  4 8 1  a n d  5 3 7  b p  p r o d u c t s .  B j l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  d e t e c t e d  i n  T y p e  
I  B L  c e l l  l i n e s ,  T y p e  I 1 1  B L  c e l l  l i n e s ,  L C L s  a n d  H L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s .  I n  c o n t r a s t ,  b f l -  
I S  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  n o t  d e t e c t e d  i n  a n y  o f  t h e  c e l l  l i n e s  t e s t e d .  
I n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g  i n  S e c t i o n  3 . 2 . 1 . 2  t h a t  b f l - 1  m R N A  o n l y  ( a n d  n o t  b J 1 - 1 S  
m R N A )  w a s  e x p r e s s e d  i n  W R S  c e l l s  f r o m  p r i m a r y  t u m o u r  t i s s u e  ( F i g u r e  3 . 5 ) ,  b f l - 1  
m R N A  o n l y  w a s  e x p r e s s e d  i n  c u l t u r e d  W R S  c e l l s  ( F i g u r e  3 . 1 2 ) .  
T o g e t h e r  t h e s e  d a t a ,  s h o w i n g  t h e  h i g h  l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  b J 1 - 1  i n  p r i m a r y  t i s s u e  m R N A  
a n d  i n  c u l t u r e d  W R S  c e l l s  ( F i g u r e  3 . 5  a n d  F i g u r e  3 . 1 1 )  m i g h t  s u g g e s t  a n  a c t i v e  r o l e  f o r  
t h i s  a n t i - a p o p t o t i c  g e n e  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  H L .  
3 . 3  D i s c u s s i o n  
T h e  c e l l  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  t u m o u r a l  m i c r o e n v i r o n m e n t  p l a y s  a  r o l e  i n  t u m o u r  g e n e s i s  
a n d  p r o g r e s s i o n ,  a l t h o u g h  i t s  r e l e v a n c e  i s  g e n e r a l l y  p o o r l y  u n d e r s t o o d ,  a n d  v a r i e s  
a m o n g  t u m o u r  t y p e s  ( P o p p e m a  a n d  v a n  d e n  B e r g ,  2 0 0 0 ) .  H L ,  w i t h  i t s  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  
r i c h  i n f l a m m a t o r y  b a c k g r o u n d ,  i s  a  p r o t o t y p i c a l  d i s e a s e  t h a t  l e n d s  i t s e l f  t o  t h e  s t u d y  o f  
t h e  i n t e r p l a y  b e t w e e n  t h e  t u m o u r  a n d  i t s  m i c r o e n v i r o n m e n t .  
C y t o k i n e s  p r o d u c e d  b y  H I R S  c e l l s  a r e  t h o u g h t  t o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  t h i s  
d i s e a s e  b o t h  b y  a c t i n g  a s  a u t o c r i n e  ( a f f e c t i n g  t h e  W R S  c e l l  i t s e l f )  a n d  p a r a c r i n e  g r o w t h  
f a c t o r s  b y  i n i t i a t i n g  a n d  s u s t a i n i n g  t h e  r e a c t i v e  i n f i l t r a t e  ( S k i n n i d e r  a n d  M a k ,  2 0 0 2 )  a n d  
m a y  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  b f l - 1  i n  n e i g h b o u r i n g  c e l l s  b y  a c t i v a t i o n  o f  
v a r i o u s  s i g n a l i n g  p a t h w a y s .  S i m i l a r l y ,  c y t o k i n e s  p r o d u c e d  b y  s u l - r o u n d i n g  r e a c t i v e  c e l l s  
m a y  b e  c o n t r i b u t i n g  t o  H I R S  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  s u r v i v a l .  
I n t e r l e u k i n  @ ) - I 3  r e g u l a t e s  t h e  h u m o r a l  i m m u n e  r e s p o n s e  b y  s t i m u l a t i n g  t h e  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  s u r v i v a l  o f  B  c e l l s  a n d  t r i g g e r i n g  I g  c l a s s  s w i t c h i n g  ( Z u r a w s k i  a n d  d e  
V r i e s ,  1 9 9 4 ) .  I L - 1 3  i s  e x p r e s s e d  b y  4  o f  5  W R S  c e l l  l i n e s  ( S k i n n i d e r  e t  a l . ,  2 0 0 2 b ;  
K a p p  e t  a l . ,  1 9 9 9 )  a n d  i n  1 0 0  %  o f  p r i m a r y  W R S  c e l l s  t e s t e d  ( O h s h i m a  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
I L - 1 3  h a s  b e e n  s h o w n  t o  a c t i v a t e  S T A T  6  s i g n a l i n g  ( W u r s t e r  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  P r e v e n t i n g  
c o n s t i t u t i v e  S T A T  a c t i v a t i o n  i n d u c e d  a p o p t o s i s  o f  H L  c e l l  l i n e s  ( H D L M 2  a n d  L 5 4 0 )  
a n d  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  s t r o n g  d e c r e a s e  i n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a n t i - a p o p t o t i c  g e n e s  
i n c l u d i n g  b f l - 1  ( C o c h e t  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
I L - 5  i s  e s s e n t i a l  f o r  t h e  g r o w t h  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  e o s i n o p h i l s  a n d  i s  e x p r e s s e d  b y  2  
o f  6  W R S  c e l l  l i n e s  t e s t e d  ( K l e i n  e t  a l . ,  1 9 9 2  a n d  K a p p  e t  a l . ,  1 9 9 9 )  a n d  i n  9 5  %  o f  
p r i m a r y  H / R S  c e l l s  f r o m  c H L  t u m o u r s  ( S a m o s z u k  a n d  N a n s e n ,  1 9 9 0 ) .  T h e  p r o l i f e r a t i o n  
o f  2  I L - 5  p o s i t i v e  W R S  c e l l  l i n e s  ( L 4 2 8 ,  K M H 2 )  w a s  n o t  a f f e c t e d  b y  a n t i b o d y -  
m e d i a t e d  n e u t r a l i s a t i o n  o f  I L - 5 ,  s u g g e s t i n g  t h a t  I L - 5  i s  n o t  a n  a u t o c r i n e  g r o w t h  f a c t o r  
f o r  c H L  ( K a p p  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  G u t h r i d g e  e t  a l . ,  ( 2 0 0 4 ) ,  f o u n d  t h a t  t h e  I L - 5  r e c e p t o r  
m e d i a t e s  h e m a t o p o i e t i c  c e l l  s u r v i v a l  t h r o u g h  a c t i v a t i o n  o f  N F - K B  a n d  i n d u c t i o n  o f  B c l -  
2 .  
I L - 6  e x p r e s s i o n  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  i n  5  o u t  o f  7  W R S  c e l l  l i n e s  ( W o l f  e t  n l . ,  1 9 9 6 ,  
K l e i n  e t  n l . ,  1 9 9 2 ,  H s u  e t  n l . ,  1 9 9 2 b ;  J u c k e r  e t  a l . ,  1 9 9  1 )  a n d  i n  R S  c e l l s  f r o m  6 5  %  t o  
1 0 0  %  o f  c H L  c a s e s  ( H s u  e t  a l . ,  1 9 9 2 b ,  M e r z  e t  n l . ,  1 9 9  1 ,  J u c k e r  e t  a l . ,  1 9 9  1 ,  F o s s  e t  
a l . ,  1 9 9 3 ,  H e r b s t  e t  n l . ,  1 9 9 7 ;  B e c k  e t  n l . ,  2 0 0 1 ) .  I L - 6  i n h i b i t s  a p o p t o s i s  i n  h u m a n  
g a s t r i c  c a n c e r  A G S  c e l l s  t h r o u g h  u p - r e g u l a t i o n  o f  a n t i - a p o p t o t i c  b c l - 2  f a m i l y  m e m b e r  
g e n e s  ( M i n g - T s a n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  T a r t e  e t  a l . ,  ( 2 0 0 4 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  c o n s t i t u t i v e  B f l -  
1 / A l  e x p r e s s i o n  r e s c u e d  m y e l o m a  c e l l s  f r o m  a p o p t o s i s  i n d u c e d  b y  I L - 6  w i t h d r a w a l .  
S e v e r a l  c h e m o k i n e s  ( c h e m o a t t r a c t a n t  c y t o k i n e s )  a r e  p r o d u c e d  b y  H / R S  c e l l s ,  w h i c h  
r e g u l a t e  t h e  s e l e c t i v e  m i g r a t i o n  o f  l e u k o c y t e s  t h r o u g h  b i n d i n g  t o  s p e c i f i c  c h e m o l u n e  
r e c e p t o r s  ( S k i n n i d e r  a n d  M a k ,  2 0 0 2 ) .  T h y m u s -  a n d  a c t i v a t i o n - r e g u l a t e d  c h e m o k i n e  
( T A R C )  w a s  e x p r e s s e d  b y  4  o u t  o f  4  H / R S  c e l l  l i n e s  e x a m i n e d ,  a n d  b y  H / R S  c e l l s  i n  8 8  
%  o f  c H L  c a s e s  ( v a n  d e n  B e r g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  P e h  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  M a c r o p h a g e - d e r i v e d  
c h e m o k i n e  ( M D C )  e x p r e s s i o n  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  8 7  %  o f  c H L  c a s e s  p r i m a r i l y  i n  t h e  
H / R S  c e l l s  ( H e d v a t  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  O t h e r  c h e m o l u n e s  e x p r e s s e d  i n  b o t h  W R S  c e l l  l i n e s  
a n d  p r i m a r y  c H L  t i s s u e s  i n c l u d e  E o t a x i n ,  i n d u c i b l e  p r o t e i n  ( 1 P ) - 1 0  a n d  I L - 8 .  
S e v e r a l  m e m b e r s  o f  t h e  t u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r  ( T N F )  f a m i l y  a r e  e x p r e s s e d  i n  c H L ,  
p r i m a r i l y  b y  W R S  c e l l s ,  i n c l u d i n g  T N F - a  a n d  l y m p h o t o x i n  ( L T ) - a  ( K r e t s c h m e r  e t  a l . ,  
1 9 9 0 ;  X e r r i  e t  a l . ,  1 9 9 2 ;  B e n h a r r o c h  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  R y f f e l  e t  a l . ,  1 9 9 1 a  a n d  b ;  R u c o  e t  a l . ,  
1 9 9 0 ) .  C D 4 0 L  i s  a b s e n t  o n  c u l t u r e d  a n d  p r i m a r y  W R S  c e l l s ,  b u t  i s  p r e s e n t  o n  C D 4 +  T  
c e l l s  w i t h i n  c H L  t i s s u e s  ( G r u s s  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  O ' G r a d y  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  C a r b o n e  e t  a l . ,  1 9 9 5 a  
a n d  b ;  M u r r a y  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  C D 3 0 L  i s  e x p r e s s e d  o n  e o s i n o p h i l s  a n d  m a s t  c e l l s  a d j a c e n t  
t o  C D 3 0 +  W R S  c e l l s  ( P i n t o  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  M o l i n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  R A N K  l i g a n d  ( R A N K L ) ,  
a n o t h e r  m e m b e r  o f  t h e  T N F  f a m i l y  i s  e x p r e s s e d  i n  H / R S  c e l l  l i n e s  a n d  p r i m a r y  W R S  
c e l l s  ( F i u m a r a  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  B f l - 1  w a s  i d e n t i f i e d  a s  a  T N F - i n d u c i b l e  t r a n s c r i p t  ( K a r s a n  
e t  a l . ,  1 9 9 6 a )  a n d  w a s  s h o w n  t o  p r o t e c t  e n d o t h e l i a l  c e l l s  a g a i n s t  T N F - i n d u c e d  c e l l  d e a t h  
( K a r s a n  e t  a l . ,  1 9 9 6 b ) .  
T h e  p r o d u c t i o n  o f  v a r i o u s  c h e m o k i n e s  a n d  c y t o k i n e s  b y  t h e  m a l i g n a n t  W R S  c e l l  m a y  
b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  h i g h - l e v e l  b j l - 1  e x p r e s s i o n  s e e n  i n  s u r r o u n d i n g  r e a c t i v e  c e l l s .  
H i g h - l e v e l  b f l - I  e x p r e s s i o n  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  r e a c t i v e  c e l l s  o f  s t o m a c h  a n d  c o l o n  
c a r c i n o m a .  J u n g - H a  e t  a l . ,  ( 1 9 9 8 ) ,  s h o w e d  t h a t  t h e  m R N A  I S H  s i g n a l  f o r  b f l - 1  w a s  
l o c a l i s e d  w i t h i n  t h e  i n f l a m m a t o r y  c e l l s  o f  t u m o u r  t i s s u e s  o f  s t o m a c h  a n d  c o l o n  c a n c e r s ,  
i n c l u d i n g  n e u t r o p h i l s ,  e o s i n o p h i l s  a n d  l y m p h o c y t e s .  
T h e  h i g h  r a t i o  o f  b c l - x J b c l - 2  m R N A  e x p r e s s i o n  s e e n  h e r e  i n  c u l t u r e d  H / R S  c e l l s  
( F i g u r e  3 . 1 0 )  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  h i g h  r a t i o  o f  B c l - x L / B c l - 2  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  
d e s c r i b e d  b y  K i m  e t  a l . ,  ( 2 0 0 4 ) .  D o u b l e  i ~ n m u n o h i s t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  o f  p r i m a r y  
H / R S  c e l l s  f o r  B c l - x L / B c l - 2  r e v e a l e d  g r e a t e r  i n t e n s i t y  s t a i n i n g  f o r  B c l - x L  r e l a t i v e  t o  B c l -  
2  a n d  t h e  a u t h o r s  h e n c e  s u g g e s t e d  a  m o r e  d o m i n a n t  r o l e  f o r  B c l - x ~  i n  e n s u r i n g  s u r v i v a l  
o f  W R S  c e l l s  t h a n  B c l - 2 .  F r o m  F i g u r e  3 . 1 0 ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  d i s c e r n  g r e a t e r  l e v e l  
e x p r e s s i o n  o f  b j i - I  c o m p a r e d  t o  b c l - x L  i n  s o m e  W R S  c e l l  l i n e s  ( L 5 9 1 ,  K M H 2  a n d  
1 1 9  
K M H ~ - E B V ) .  F u r t h e r m o r e ,  e x a m i n a t i o n  o f  m i c r o a r r a y  d a t a  p r e s e n t e d  b y  H i n z  e t  a l . ,  
( 2 0 0 2 ) ,  r e v e a l s  b j Z - 1  m R N A  w a s  e x p r e s s e d  a t  1 . 4  a n d  1 . 8 - f o l d  g r e a t e r  l e v e l  t h a n  b c l - X L  
i n  W R S  c e l l  l i n e s ,  L 4 2 8  a n d  H D L M 2 .  G i v e n  t h e  h i g h  l e v e l s  o f  b j Z - I  m R N A ,  i t  w a s  
r e a s o n a b l e  t o  s u g g e s t  a  r o l e  f o r  B f l - 1  i n  e n s u r i n g  s u r v i v a l  o f  W R S  c e l l s .  
W e r n e r  e t  a l . ,  ( 2 0 0 2 ) ,  s h o w e d  t h a t  B f l - 1  a c t s  b y  i n h i b i t i n g  t h e  c o l l a b o r a t i o n  b e t w e e n  t h e  
B H 3  d o m a i n - o n l y  p r o t e i n  B i d  ( b y  b i n d i n g  t o  f u l l  l e n g t h  B i d  v i a  t h e  B i d  B H 3  d o m a i n )  
a n d  i t s  p r o - a p o p t o t i c  p a r t n e r s  B a x  o r  B a k  i n  t h e  i n d u c t i o n  o f  C y t  c  r e l e a s e .  T h e  r a t i o  o f  
a n t i - a n d  p r o - a p o p t o t i c  m o l e c u l e s  d e t e r m i n e s  t h e  r e s p o n s e  t o  a  d e a t h  s i g n a l .  T h e  r a t i o  o f  
b f l - l l b i d  m a y  i n d i c a t e  t h e  d e g r e e  t o  w h i c h  t h e  p r o - a p o p t o t i c  a c t i o n  o f  B i d  m a y  b e  
c o u n t e r a c t e d  b y  B f l - 1  b u t  c a n n o t  b e  e x t r a p o l a t e d  f r o m  t h e s e  r e s u l t s  d u e  t o  t h e  a b s e n c e  
o f  a  b i d  R P A  p r o b e .  H o w e v e r ,  h i g h - l e v e l l e q u i l e v e l  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  a l l  W R S  
c e l l  l i n e s  t e s t e d  r e l a t i v e  t o  B i d ' s  p r o - a p o p t o t i c  p a r t n e r s  b a k l b a x ,  r e s p e c t i v e l y ,  i s  e v i d e n t  
( F i g u r e  3 . 1 0 )  a n d  i t  c o u l d  b e  h y p o t h e s i s e d  t h a t  e x p r e s s i o n  o f  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  B f l - 1  
p r o t e i n  m a y  c o u n t e r a c t  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  p r o - a p o p t o t i c  p r o t e i n s  B a x ,  B a k ,  a n d  B i d ,  
t h e r e b y  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  s u r v i v a l  o f  W R S  c e l l s .  
I n  s u m m a r y ,  b f l - I  m R N A  i s  e x p r e s s e d  i n  
p r i m a r y  t u m o u r  t i s s u e  a n d  c u l t u r e d  W R S  
c e l l s  b u t  a  c o n c l u s i o n  o n  t h e  l e v e l  o f  e x p r e s s i o n  i n  W R S  c e l l s  r e l a t i v e  t o  r e a c t i v e  c e l l s  
i n  b i o p s i e s  o f  N S H L  c a n n o t  b e  d r a w n  f r o m  t h e s e  r e s u l t s  g i v e n  t h e  h i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  
o b s e r v e d  i n  s o m e  b y s t a n d e r  c e l l s .  B j Z - I  m R N A  i s  e x p r e s s e d  i n  a l l  c a s e s  o f  p r i m a ~ y  
t i s s u e  a n d  c u l t u r e d  H I R S  c e l l s  i r r e s p e c t i v e  o f  E B V  s t a t u s .  T h e  n o v e l  b f l - 1  s p l i c e  v a r i a n t  
d e s i g n a t e d  b f l - I S ,  w a s  n o t  e x p r e s s e d  i n  W R S  o r  r e a c t i v e  c e l l s  o f  H L  t u m o u r  t i s s u e ,  
c u l t u r e d  H I R S  c e l l s ,  t o n s i l l a r  G C  B  c e l l s ,  B L  c e l l  l i n e s  o r  L C L s .  
C H A P T E R  4  B J I - 1  i s  a  k e y  N F - K B  
t a r g e t  g e n e  i n  W R S - d e r i v e d  c e l l  
l i n e s  
4 . 1  I n t r o d u c t i o n  
T h e  i n t e r a c t i o n  o f  c y t o k i n e s  w i t h  t h e i r  s p e c i f i c  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s  t r i g g e r s  t h e  
a c t i v a t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  s i g n a l i n g  c a s c a d e s  t h a t  u l t i m a t e l y  h a v e  e f f e c t s  o n  m u l t i p l e  
c e l l u l a r  f u n c t i o n s .  T h e  c l i n i c a l  a n d  p a t h o l o g i c  f e a t u r e s  o f  c H L  r e f l e c t  a n  a b n o r m a l  
i m m u n e  r e s p o n s e  t h a t  i s  t h o u g h t  t o  b e  d u e  t o  t h e  e l a b o r a t i o n  o f  a  v a r i e t y  o f  c y t o k i n e s  b y  
t h e  m a l i g n a n t  W R S  c e l l s  o r  s u r r o u n d i n g  t i s s u e s  ( S k i n n i d e r  a n d  M a k ,  2 0 0 2 ) .  S e v e r a l  
s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  m a n i f e s t a t i o n  o f  c l i n i c a l  a n d  
p a t h o l o g i c a l  f e a t u r e s  o f  t h i s  d i s e a s e  ( d i s c u s s e d  i n  S e c t i o n  1 . 5 ) .  T h e s e  s i g n a l i n g  
p a t h w a y s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  a  r o l e  i n  l y m p h o c y t e  g r o w t h  a n d  t r a n s f o r m a t i o n .  
C e l l  s u r v i v a l  i s  a n  i m p o r t a n t  f e a t u r e  o f  m a l i g n a n c y  a n d  t r a n s f o r m a t i o n .  T h e  N F - K B  
f a m i l y  o f  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  m e d i a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  n u m e r o u s  g e n e s  i n v o l v e d  i n  
d i v e r s e  f u n c t i o n s  s u c h  a s  i n f l a m m a t i o n ,  i m m u n e  r e s p o n s e ,  a p o p t o s i s  a n d  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n .  C o n s t i t u t i v e  N F - K B  a c t i v i t y  i s  a  f e a t u r e  o f  H / R S  c e l l s  o f  H L .  A c t i v a t e d  
N F - K B  i n  W R S  c e l l s  i n d u c e s  e x p r e s s i o n  o f  a n t i - a p o p t o t i c  g e n e s  ( e . g . ,  b c l - x l ,  c - I A P 2 ,  
T R A F l  a n d  c - F L I P )  [ B a r g o u  e t  a l . ,  1 9 9 7 ,  H i n z  e t  a l . ,  2 0 0 1 ,  H i n z  e t  a l . ,  2 0 0 2 ,  M a t h a s  e t  
a l . ,  2 0 0 2 ,  M a t h a s  e t  a l . ,  2 0 0 4 1 ) .  
T h e  B c l - 2  f a m i l y  o f  p r o t e i n s  a r e  c e n t r a l  c o m p o n e n t s  o f  t h e  c e l l u l a r  a p o p t o t i c  
p r o g r a m m e  a n d  o f  p r i m a r y  i n t e r e s t  i n  t h i s  s t u d y  i s  t h e  B c l - 2  a n t i - a p o p t o t i c  m e m b e r  B f l -  
1 .  A s  a f f i r m e d  i n  S e c t i o n  1 . 7 . 4 ,  b f l - l  w a s  f o u n d  t o  b e  a  d i r e c t  t r a n s c r i p t i o n a l  t a r g e t  o f  
N F - K B  a n d  h a s  b e e n  l i n k e d  t o  c h e m o r e s i s t a n c e  t h r o u g h  N F - l c B  a c t i v a t i o n  i n  s o m e  
c a n c e r s .  P r e v i o u s  w o r k  i n  o u r  l a b o r a t o r y  h a s  s h o w n  t h a t  t h e  b f l - 1  g e n e  p l a y s  a n  
i m p o r t a n t  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  t h e  s u r v i v a l  o f  E B V - i n f e c t e d  B  c e l l s  ( D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  
a n d  i s  r e g u l a t e d  b y  E B V  w i t h  a  r o l e  f o r  N F - K B  ( D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  I n  a  r e l a t e d  s t u d y  
i n  o u r  l a b o r a t o r y ,  i t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  e x p r e s s i o n  o f  E B N A 2  a s  t h e  s o l e  E B V  p r o t e i n  i n  
a n  E B V - n e g a t i v e  B L - d e r i v e d  c e l l  l i n e  ( D G 7 5 - t T A - E B N A 2 ,  F l o e t t m a n n  e t  a l . ,  1 9 9 6 )  
a l s o  l e d  t o  a n  i n c r e a s e  i n  b f l - l  m R N A  l e v e l s  ( P e g m a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) ,  d e m o n s t r a t i n g  f o r  
t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  a  s e c o n d  E B V  p r o t e i n  a c t i v a t e s  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  b f l - l  g e n e .  
E B N A 2  e x p r e s s i o n  w a s  a l s o  s u b s e q u e n t l y  f o u n d  t o  t r a n s - a c t i v a t e  t h e  b J Z - l  p r o m o t e r  i n  
E B V - n e g a t i v e  B L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  ( P e g m a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
T h i s  c h a p t e r  s e t  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  b f l - 1  g e n e  b y  t h e  N F - K B  
s i g n a l i n g  p a t h w a y  i n  H L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s .  U n d e r s t a n d i n g  f u l l y  t h e  p r e c i s e  a p o p t o t i c  
p a t h w a y s  a b r o g a t e d  i n  H L  w i l l  b e  e s s e n t i a l  f o r  d e v i s i n g  t a r g e t e d  p r o - a p o p t o t i c  
t h e r a p i e s .  
4 . 1 . 1  S u m m a r y  o f  r e s u l t s  
T h e  d a t a  p r e s e n t e d  h e r e  s h o w s  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  N F - d 3  a c t i v i t y  b y  s o d i u m  a r s e n i t e  o r  
B A Y  1 1  c h e m i c a l  i n h i b i t o r s  r e s u l t e d  i n  a p o p t o s i s  o f  W R S  c e l l s .  A p o p t o s i s  a s s o c i a t e d  
w i t h  i n h i b i t i o n  o f  N F - K B  a c t i v i t y  b y  t h e s e  c h e m i c a l  i n h i b i t o r s  l e a d  t o  d o w n - r e g u l a t i o n  
o f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  g e n e ,  b f l - I .  I t  w a s  n e x t  t e s t e d  i f  e c t o p i c  
e x p r e s s i o n  o f  B f l -  1  c o u l d  p r o t e c t  t h e s e  c e l l s  f r o m  N F - d 3 - i n h i b i t o r - i n d u c e d  a p o p t o s i s .  
I n  o r d e r  t o  d o  t h i s  a  v e c t o r  ( p R T S - I - H A - b f l - 1 )  c a p a b l e  o f  i n d u c i b l e  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  
p r o t e i n  f u s e d  t o  t h e  h e m a g g l u t i n i n  t a g  w a s  c o n s t r u c t e d  a n d  s u b s e q u e n t l y  v a l i d a t e d  i n  
t h e  E B V - n e g a t i v e  B  c e l l  l i n e ,  D G 7 5 .  N e x t ,  s t a b l e  c e l l  c l o n e s  o f  t h e  W R S - d e r i v e d  c e l l  
l i n e ,  L 4 2 8 ,  w e r e  g e n e r a t e d  b y  t r a n s f e c t i o n  o f  p R T S - 1 - H A - b f l - 1 .  E c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  
B f l - 1  h a d  n o  e f f e c t  o n  p r o l i f e r a t i o n  o f  L A 2 8  c e l l s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  
d a t a  r e l a t i n g  t o  A l ,  t h e  m o u s e  h o m o l o g  o f  B f l - 1 .  I m p o r t a n t l y ,  d u r i n g  N F - d 3  i n h i b i t i o n ,  
e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  b f l - 1 ,  f r o m  t h e  p R T S -  1 - H A - b f l - 1  v e c t o r ,  d r a m a t i c a l l y  r e s c u e d  
L 4 2 8  c e l l s  f r o m  a n  a p o p t o t i c  f a t e .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  b j l - 1  i s  a  k e y  N F - K B  t a r g e t  
g e n e  i n  W R S  c e l l s  a n d  s h o w  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  p r o t e c t s  
H I R S  c e l l s  f r o m  a p o p t o s i s  i n d u c e d  b y  c h e m o t o x i c  N F - K B  i n h i b i t o r s .  
4 . 2  R e s u l t s  -  N F - K B  p a t h w a y  a n d  r e g u l a t i o n  o f  b f l - 1  e x p r e s s i o n  i n  H L  
4 . 2 . 1  I n h i b i t i o n  o f  N F - K B  i n  W R S  c e l l  l i n e s  a n d  e f f e c t  o n  b f l - 1  
e x p r e s s i o n  
N F - l c B  i n h i b i t i o n  m a y  b e  a c h i e v e d  b y  t a r g e t i n g  e i t h e r  t h e  a p i c a l  s i g n a l i n g  p r o t e i n s  
r e s p o n s i b l e  f o r  i t s  a c t i v a t i o n ,  t h e  d o w n s t r e a m  k i n a s e s  ( I K K  a n d  C K 2 )  a t  w h i c h  N F - K B  
a c t i v a t i n g  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  c o n v e r g e ,  t h e  p r o t e a s o m e - m e d i a t e d  d e g r a d a t i o n  o f  I K B  
p r o t e i n s  o r  t h e  t r a n s c r i p t i o n a l  f u n c t i o n  o f  R e 1  p r o t e i n s  ( R a v i  a n d  B e d i ,  2 0 0 4 ) .  S e v e r a l  
s t r a t e g i e s  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  t o  b l o c k  t h e  a c t i v a t i o n  o f  N F - K B ,  i n c l u d i n g  b l o c k i n g  o f  
I &  p h o s p h o r y l a t i o n  o r  p r o t e a s o m e  d e g r a d a t i o n ,  b l o c k i n g  o f  n u c l e a r  t r a n s l o c a t i o n  o r  
u p - r e g u l a t i o n  o f  t h e  i n h i b i t o r y  I K B  s u b u n i t .  N u m e r o u s  c o m p o u n d s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  
a s  i n h i b i t o r s  o f  t h e  N F - K B  p a t h w a y  ( r e v i e w e d  i n  Y a m a m o t o  a n d  G a y n o r ,  2 0 0 1 ) .  T h e s e  
c o m p o u n d s  b l o c k  N F - K B  a c t i v a t i o n  t h r o u g h  m u l t i p l e  m e c h a n i s m s  b y  i n t e r c e p t i n g  
v a r i o u s  s t e p s  l e a d i n g  t o  N F - K B  a c t i v a t i o n .  
S o d i u m  A r s e n i t e  
K a p a h i  e t  a l . ,  ( 2 0 0 0 ) ,  r e p o r t e d  t h a t  o n e  s u c h  c o m p o u n d ,  s o d i u m  a r s e n i t e  ( N a A s O z ) ,  
p o t e n t l y  i n h i b i t e d  N F - K B  a n d  I K K  a c t i v a t i o n  b y  b i n d i n g  t o  c y s t e i n e - 1 7 9  i n  t h e  
a c t i v a t i o n  l o o p  o f  t h e  I K K  c a t a l y t i c  s u b u n i t s ,  I K K d p .  M a t h a s  e t  a l . ,  ( 2 0 0 3 ) ,  s h o w e d  
t h a t  s o d i u m  a r s e n i t e  s t r o n g l y  i n h i b i t e d  c o n s t i t u t i v e  I K K  a n d  N F - K B  a c t i v i t y  i n  W R S  
c e l l s  a n d  d o w n - r e g u l a t e d  N F - K B - d e p e n d e n t  t a r g e t  g e n e s ,  a m o n g  t h e s e  T N F - a  r e c e p t o r  
a s s o c i a t e d  f a c t o r  1  ( T R A F l ) ,  c - I A P 2 ,  i n t e r l e u k i n -  1 3  ( I L -  1 3 )  a n d  C C R 7 .  T h e  e f f e c t  o f  
N F - K B  i n h i b i t i o n  o n  b f l - 1  l e v e l s  i n  W R S  c e l l  l i n e s  w a s  n o t  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  s t u d y  b y  
M a t h a s  e t  a l . ,  ( 2 0 0 3 ) .  
A b r o g a t i o n  o f  N F - K B  a c t i v i t y  i n  W R S - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  b y  c h e m i c a l  t r e a t m e n t  w i t h  
s o d i u m  a r s e n i t e  w a s  c h o s e n  t o  d i r e c t l y  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  o f  N F - K B  i n h i b i t i o n  o n  b f l -  
1  e x p r e s s i o n  i n  t h i s  c e l l  c o n t e x t .  I n i t i a l l y ,  t o  d e t e r m i n e  a n  i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n  5 0  
( I & )  o f  s o d i u m  a r s e n i t e ,  L 4 2 8  ( E B V  n e g a t i v e  N S  d i s e a s e  t y p e )  a n d  L 5 9 1  ( E B V  
p o s i t i v e  N S  d i s e a s e  t y p e )  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  a  r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h i s  
c h e m i c a l  i n h i b i t o r  a n d  c e l l  v i a b i l i t y  w a s  m o n i t o r e d  b y  t r y p a n  b l u e  d y e  e x c l u s i o n  
( S e c t i o n  2 . 4 . 4 ) .  A  d r a m a t i c  d e c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  w a s  o b s e r v e d  u p o n  t r e a t m e n t  o f  
L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s  w i t h  s o d i u m  a r s e n i t e  i n  a  t i m e - d e p e n d e n t  a n d  d o s e - d e p e n d e n t  
m a n n e r  ( d a t a  n o t  s h o w n ) ,  f u r t h e r  e v i d e n c e  i n  s u p p o r t  o f  t h e  f i n d i n g s  o f  M a t h a s  e t  a l . ,  
( 2 0 0 3 )  t h a t  c e l l  d e a t h  p r o t e c t i o n  i s  a  k e y  f u n c t i o n  o f  c o n s t i t u t i v e  N F - K B  a c t i v i t y  i n  
H / R S  c e l l s .  
F r o m  t r e a t m e n t  o f  c e l l s  w i t h  a  r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  ( 1  p M  t o  2  m M ) ,  t h e  m i n i m u m  
c o n c e n t r a t i o n  ( I C 5 0 )  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  r e q u i r e d  t o  r e d u c e  c e l l  v i a b i l i t y  b y  5 0  %  i n  4 8  h  
o f  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  p r o p i d i u m  i o d i d e  ( P I )  s t a i n i n g  a n d  
f l u o r e s c e n c e  a c t i v a t e d  c e l l - s o r t i n g  ( F A C S )  a n a l y s i s  ( S e c t i o n  2 . 4 . 1 0 ) .  I n i t i a l l y  
m e a s u r e m e n t s  w e r e  m a d e  u s i n g  f o r w a r d  l i g h t  s c a t t e r  ( F S C )  a n d  s i d e  l i g h t  s c a t t e r  ( S S C ) .  
A  p o p u l a t i o n  o f  l y m p h o c y t e s  w a s  g a t e d  o n  r e g i o n  1  ( R l )  u s i n g  f o r w a r d  ( F S C )  a n d  s i d e  
s c a t t e r  ( S S C ) .  T h e  n u c l e i c  a c i d  s t a i n ,  P I ,  s t a i n e d  c e l l s  t h a t  d i d  n o t  h a v e  a n  i n t a c t  p l a s m a  
m e m b r a n e  r e d  a n d  w a s  d e t e c t e d  o n  t h e  F L 3  p a r a m e t e r .  T h e  a p o p t o t i c  c e l l s  w e r e  g a t e d  
o n  r e g i o n  3  ( R 3 )  w h i l e  c e l l s  w i t h  i n t a c t  p l a s m a  m e m b r a n e  ( l i v e  c e l l s )  w e r e  g a t e d  o n  
r e g i o n  2  ( R 2 ) .  A s  c a n  b e  s e e n  i n  F i g u r e  4 . 1  ( L 4 2 8 )  a n d  F i g u r e  4 . 2  ( L 5 9 1 ) ,  w i t h i n  t h e  
u n t r e a t e d  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s ,  -  6  %  o f  c e l l s  w e r e  n o n - v i a b l e ,  a p p e a r i n g  i n  R 3 .  T h e  IC50 
o f  s o d i u m  a r s e n i t e  w a s  d e t e r m i n e d  t o  b e  1 0  p . M  a s  a p p r o x i m a t e l y  5 0  %  o f  c e l l s  
a p p e a r e d  i n  R 3  a t  4 8  h  p o s t  t r e a t m e n t  f o r  L 4 2 8  ( F i g u r e  4 . 1 )  a n d  L 5 9 1 c e l l s  ( F i g u r e  4 . 2 ) .  
F i g u r e  4 . 1  D e t e r m i n a t i o n  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  I C s o  r e q u i r e d  t o  r e d u c e  v i a b i l i t y  o f  
L 4 2 8  c e l l s .  
V i a b i l i t y  o f  L 4 2 8  c e l l s  i s  r e d u c e d  u p o n  t r e a t m e n t  w i t h  s o d i u m - a r s e n i t e .  M i n i m u m  
c o n c e n t r a t i o n  ( I C J 0 )  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  r e q u i r e d  t o  r e d u c e  v i a b i l i t y  b y  5 0  %  a t  4 8  h  w a s  
d e t e r m i n e d  b y  P I  s t a i n i n g  a n d  F A C S  a n a l y s i s  u s i n g  a  F A C S  C a l i b e r  f l o w  c y t o m e t e r .  
R e g i o n  m a r k e r s  w e r e  b a s e d  o n  s t a i n e d  a n d  u n s t a i n e d  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  
p e r c e n t a g e s  o f  c e l l s  i n  e a c h  r e g i o n  a n d  a r e  g i v e n  f o r  e a c h  e v e n t  b e l o w  t h e  g r a p h .  C e l l s  
i n  r e g i o n  2  ( R 2 )  a r e  v i a b l e  c e l l s  ( P I  - ) ,  w h i l e  c e l l s  i n  R 3  a r e  n o n - v i a b l e  ( P I  + ) .  
P e r c e n t a g e s  o f  n o n - v i a b l e  c e l l s  i n  R 3  a r e  h i g h l i g h t e d  i n  b l u e .  
F i g u r e  4 . 2  D e t e r m i n a t i o n  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  I C s o  r e q u i r e d  t o  r e d u c e  v i a b i l i t y  o f  
L 5 9 1  c e l l s .  
V i a b i l i t y  o f  L 5 9 1  c e l l s  i s  r e d u c e d  u p o n  t r e a t m e n t  w i t h  s o d i u m - a r s e n i t e .  M i n i m u m  
c o n c e n t r a t i o n  ( I C 5 o )  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  r e q u i r e d  t o  r e d u c e  v i a b i l i t y  b y  5 0  %  a t  4 8  h  w a s  
d e t e r m i n e d  b y  P I  s t a i n i n g  a n d  F A C S  a n a l y s i s  u s i n g  a  F A C S  C a l i b e r  f l o w  c y t o m e t e r .  
R e g i o n  m a r k e r s  w e r e  b a s e d  o n  s t a i n e d  a n d  u n s t a i n e d  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  
p e r c e n t a g e s  o f  c e l l s  i n  e a c h  r e g i o n  a n d  a r e  g i v e n  f o r  e a c h  e v e n t  b e l o w  t h e  g r a p h .  C e l l s  
i n  r e g i o n  2  ( R 2 )  a r e  v i a b l e  c e l l s  ( P I  - ) ,  w h i l e  c e l l s  i n  R 3  a r e  n o n - v i a b l e  ( P I  + ) .  
P e r c e n t a g e s  o f  n o n - v i a b l e  c e l l s  i n  R 3  a r e  h i g h l i g h t e d  i n  b l u e .  
A s  P I  p e n e t r a t e s  c o m p r o m i s e d  c e l l  m e m b r a n e s  b u t  d o e s  n o t  d i s t i n g u i s h  n e c r o t i c  f r o m  
a p o p t o t i c  c e l l s ,  i t  w a s  n e x t  t e s t e d  i f  c e l l  d e a t h  f o l l o w i n g  s o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  w a s  
b y  a p o p t o s i s .  A s  o u t l i n e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 . 9 ,  a c r i d i n e  o r a n g e  i s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  h o w  
m a n y  c e l l s  w i t h i n  a  g i v e n  p o p u l a t i o n  h a v e  u n d e r g o n e  a p o p t o s i s ,  b u t  i t  c a n n o t  
d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  v i a b l e  a n d  n o n v i a b l e  c e l l s .  F o r  t h i s ,  a  m i x t u r e  o f  a c r i d i n e  o r a n g e  
a n d  e t h i d i u m  b r o m i d e  i s  u s e d .  T h e  d i f f e r e n t i a l  u p t a k e  o f  t h e s e  t w o  d y e s  a l l o w s  f o r  t h e  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  v i a b l e  a n d  n o n v i a b l e  c e l l s .  U s i n g  a c r i d i n e  o r a n g e l e t h i d i u m  b r o m i d e  
s t a i n i n g  f o l l o w e d  b y  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y ,  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s  w e r e  o b s e r v e d  t o  
d i e  b y  a p o p t o s i s  ( F i g u r e  4 . 3 ;  s h o w n  f o r  I A 2 8  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  s o d i u m  a r s e n i t e ) .  
F i g u r e  4 . 3  A c r i d i n e  o r a n g e l e t h i d i u m  b r o m i d e  s t a i n i n g  o f  L 4 2 8  c e l l s  p o s t  t r e a t m e n t  
w i t h  s o d i u m  a r s e n i t e  
L 4 2 8  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  1 0  p M  s o d l u m  a r s e n i t e  o r  v e h i c l e  ( A  a n d  C  o r  B  a n d  D  
r e s p e c t i v e l y ) .  A t  4 8  h  p o s t - t r e a t m e n t ,  c e l l s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  1 0  p g l m l  a c r i d i n e  
o r a n g e l e t h i d i u m  b r o m i d e  a n d  v i s u a l i s e d  u s i n g  a n  O l y m p u s  D P - 5 0  f l u o r e s c e n t  c a m e r a  
u n d e r  1 0 - X  ( A  a n d  B )  o r  4 0 - X  ( C  a n d  D )  m a g n i f i c a t i o n .  L i v e  i n t e r p h a s e  c e l l  n u c l e i  
f l u o r e s c e  g r e e n  a n d  h a v e  v a r i a t i o n s  i n  f l u o r e s c e n t  i n t e n s i t y  r e f l e c t i n g  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  
e u c h r o m a t i n  a n d  h e t e r n c h r o m a t i n .  E a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  h a v e  n u c l e i  w i t h  a p o p t o t i c  
m o r p h o l o g y  a n d  g e n e r a l l y  a p p e a r  b r i g h t e r  t h a n  n o n - a p o p t o t i c  n u c l e i  d u e  t o  c h r o m a t i n  
c o n d e n s a t i o n ,  b u t  d o  n o t  s t a i n  w i t h  e t h i d i u m  b r o m i d e  d u e  t o  a n  i n t a c t  p l a s m a  
m e m b r a n e .  L a t e  a p o p t o t i c  c e l l s  a r e  d i f f u s e l y  r e d  d u e  t o  e t h i d i u m  b r o m i d e  s t a i n i n g  o f  
D N A  a n d  R N A .  
A p o p t o t i c  c e l l s  e x h i b i t  p h o s p h a t i d y l  s e r i n e  ( P S )  t r a n s l o c a t i o n  f r o m  t h e  i n n e r  t o  t h e  o u t e r  
l e a f l e t  o f  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e ,  t h u s  e x p o s i n g  P S  t o  t h e  e x t e r n a l  c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t  
( S e c t i o n  2 . 4 . 1  1 ) .  A n n e x i n  V  i s  c o m m o n l y  u s e d  f o r  P S  d e t e c t i o n  a n d  i n  t a n d e m  w i t h  a  
v i t a l  d y e ,  s u c h  a s  P I ,  e a r l y l l a t e  a p o p t o t i c ,  n e c r o t i c  a n d  v i a b l e  c e l l s  a r e  e a s i l y  
d i f f e r e n t i a t e d  b y  F A C S  a n a l y s i s .  L 4 2 8  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  1 0  p . M  s o d i u m  a r s e n i t e  w e r e  
1 2 8  
s h o w n  t o  d i e  b y  a p o p t o s i s  u s i n g  a n  a n n e x i n  V I P 1  d u a l  s t a i n  f o l l o w e d  F A C S  a n a l y s i s  a s  
s e e n  i n  F i g u r e  4 . 4 .  
-  -  
-  
I  
V e h i c l e  S o d i u m  A r s e n i t e  
F i g u r e  4 . 4  T r e a t m e n t  o f  L 4 2 8  c e l l s  w i t h  N F - K B  i n h i b i t o r ,  s o d i u m  a r s e n i t e  
L 4 2 8  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  o r  w i t h o u t  1 0  p M  s o d i u m  a r s e n i t e  a n d  c e l l  
v i a b i l i t y / a p o p t o s i s  p r o f i l e  w a s  a n a l y s e d  a t  4 8  h  p o s t  t r e a t m e n t  b y  P I I a n n e x i n  V  s t a i n i n g  
a n d  s u b s e q u e n t  f l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s .  Q u a d r a n t  m a r k e r s  w e r e  b a s e d  o n  
s t a i n e d l u n s t a i n e d  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t .  
C e l l s  i n  t h e  l o w e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  v i a b l e  c e l l s  ( P I - / A n n e x i n  V - ) ,  c e l l s  i n  t h e  l o w e r  r i g h t  
q u a d r a n t  a r e  e a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  ( P I - / A n n e x i n  V ' ) ,  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  r i g h t  q u a d r a n t  a r e  
l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s  ( p I t / A n n e x i n  V ' )  a n d  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  n e c r o t i c  
c e l l s  ( P I ' I A n n e x i n  V - ) .  
T o  m o n i t o r  t h e  e f f e c t  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  o n  l e v e l s  o f  a c t i v a t e d  N F - K B ,  c o -  
t r a n s f e c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a  k n o w n  N F - K B - d e p e n d e n t  r e p o r t e r  c o n s t r u c t ,  3 x  
e n h - K B  l u c  ( F l o e t t m a n n  a n d  R o w e ,  1 9 9 7 ) ,  w h i c h  c o n t a i n s  3  N F - K B  b i n d i n g  s i t e s  
u p s t r e a m  o f  a  m i n i m a l  c o n a l b u m i n  p r o m o t e r ,  l i n k e d  t o  t h e  l u c i f e r a s e  g e n e .  I n  a  c o n t r o l  
e x p e r i m e n t  t o  d e m o n s t r a t e  i n h i b i t i o n  o f  N F - K B  b y  s o d i u m  a r s e n i t e ,  c e l l s  o f  L 4 2 8  a n d  
L 5 9 1  c e l l  l i n e s  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  3 x  e n h - d 3  l u c  a n d  p C M V  L a c Z  r e p o r t e r  
c o n s t r u c t s .  T r a n s f e c t e d  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  s o d i u m - a r s e n i t e  a n d  t h e  e f f e c t  o n  
a c t i v a t e d  N F - K B  l e v e l s  w a s  m o n i t o r e d  b y  l u c i f e r a s e  a s s a y  a n d  p - g a l  n o r m a l i s a t i o n  a t  4 8  
h  a n d  7 2  h  p o s t  t r e a t m e n t  ( S e c t i o n  2 . 4 . 6 . 6 - 8 )  ( F i g u r e  4 . 5 ) .  T r e a t m e n t  w i t h  s o d i u m  
a r s e n i t e  a l m o s t  c o m p l e t e l y  a b o l i s h e d  t h e  l e v e l  o f  a c t i v a t e d  N F - K B  a t  4 8  a n d  7 2  h  w h e n  
c o m p a r e d  t o  c o n t r o l s .  
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F i g u r e  4 . 5  I n h i b i t i o n  o f  N F ' - K B  a c t i v i t y  b y  s o d i u m  a r s e n i t e  i n  H L  
L 4 2 8  ( A )  a n d  L 5 9 1  ( B )  c e l l s  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  3 x e n h - K B  L u c  a n d  p C M V  L a c Z .  
T r a n s f e c t e d  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  p o s t - t r a n s f e c t i o n  w i t h  s o d i u m  a r s e n i t e  ( 1 0  p M ) .  T h e  
e f f e c t  o n  l e v e l s  o f  a c t i v a t e d  N F - K B  w a s  m o n i t o r e d  b y  l u c i f e r a s e  a s s a y  a n d  [ 3 - g a l  
n o r m a l i s a t i o n  a t  4 8  h  a n d  7 2  h  p o s t  t r e a t m e n t .  
H a v i n g  e s t a b l i s h e d  t h a t  N F - K B  a c t i v i t y  w a s  a b r o g a t e d  b y  s o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t ,  
L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  1 0  p M  s o d i u m  a r s e n i t e  a n d  a n a l y s e d  b y  
R T - q P C R  t o  d e t e r m i n e  b j l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  a t  v a r i o u s  i n t e r v a l s  o v e r  a  7 2  h  
p e r i o d .  I n h i b i t i o n  o f  N F - K B  b y  s o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  d e c r e a s e  
i n  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  i n  b o t h  L 4 2 8  ( F i g u r e  4 . 6 A )  a n d  L 5 9 1  ( F i g u r e  4 . 6 B ) .  
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F i g u r e  4 . 6  E f f e c t  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  i n h i b i t i o n  o f  N F - K B  a c t i v i t y  o n  b f l - 1  m R N A  
e x p r e s s i o n  i n  H / R S  c e l l  l i n e s  
L 4 2 8  ( A )  a n d  L 5 9 1  ( B )  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  1 0  pM s o d i u m  a r s e n i t e .  R N A  e x t r a c t s  
w e r e  p r e p a r e d  a t  v a r i o u s  t i m e p o i n t s  o v e r  a  7 2 - h  p e r i o d .  T h e  a m o u n t  o f  b j l - 1  m R N A  w a s  
q u a n t i f i e d  b y  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  f o l l o w e d  b y  r e a l  t i m e  P C R  u s i n g  a n  A B I  7 5 0 0  
d e t e c t i o n  s y s t e m .  B j l - 1  l e v e l s  w e r e  a s s a y e d  i n  t r i p l i c a t e  ( u s i n g  a  T a q M a n  g e n e  
e x p r e s s i o n  a s s a y  f o r  b j l - 1 )  a n d  n o r m a l i s e d  b y  g a p d h  l e v e l s  ( a s s a y e d  u s i n g  a  T a q M a n  
g e n e  e x p r e s s i o n  a s s a y  f o r  g a p d h ) .  F o l d  d i f f e r e n c e s  w e r e  c a l c u l a t e d  r e l a t i v e  t o  b f l - 1  
l e v e l s  a t  t i m e  z e r o  ( a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 ) .  D a t a  a r e  m e a n  & S D ,  " P 1 0 . 0 3 8 .  
T h e  l e v e l  o f  b $ ! - 1  m R N A  w a s  r e d u c e d  b y  6 0  %  i n  L 4 2 8  c e l l s  a t  4 8  h  p o s t  t r e a t m e n t  w i t h  
1 0  p M  s o d i u m  a r s e n i t e .  T h i s  d e c r e a s e  i s  c o n c o m i t a n t  w i t h  a  5 0  %  r e d u c t i o n  i n  v i a b i l i t y  
o f  c e l l s  a s  o b s e r v e d  i n  F i g u r e  4 . 1 .  I n  L 5 9 1  c e l l s ,  t h e  d e c r e a s e  i n  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  
i s  l e s s  p r o n o u n c e d  b u t  n o n e t h e l e s s  s i g n i f i c a n t  w i t h  a  5 0  %  d e c r e a s e  i n  e x p r e s s i o n  l e v e l s  
a t  7 2  h  p o s t  t r e a t m e n t .  
B A Y  1 1  T r e a t m e n t  
A  s i m i l a r  c o m p o u n d  t o  s o d i u m  a r s e n i t e ,  a l s o  a  c e l l - p e r m e a b l e  i n h i b i t o r  o f  N F - K B ,  
k n o w n  a s  B a y  1 1 - 7 0 8 2  ( B A Y 1  l ) ,  h a s  b e e n  s h o w n  b y  P i e r c e  e t  a l . ,  ( 1 9 9 7 )  t o  d e c r e a s e  
T N F - a - i n d u c e d  n u c l e a r  t r a n s l o c a t i o n  o f  N F - K B  t h r o u g h  i n h i b i t i o n  o f  t h e  T N F - a -  
i n d u c i b l e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  I K B a  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  T h e  s p e c i f i c i t y  o f  B A Y  1 1  t o  t h e  
N F - K B  p a t h w a y  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  c h a r a c t e r i s e d  ( K e l l e r ,  S c h a t t n e r  a n d  C e s a r m a n ,  
2 0 0 0 ) .  
W R S - d e r i v e d  c e l l  l i n e s ,  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  w e r e  t h u s  t r e a t e d  w i t h  t h e  I K B - p h o s p h o r y l a t i o n  
i n h i b i t o r  B A Y 1  1  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  T h e  I C m  f o r  B A Y 1  1 ,  d e t e r m i n e d  a s  p r e v i o u s l y  
f o r  s o d i u m  a r s e n i t e ,  w a s  f o u n d  t o  b e  1 0  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  I t  w a s  t h e n  s h o w n  t h a t  
N F - K B  a c t i v i t y  w a s  a b r o g a t e d  b y  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s  w i t h  1 0  p M  B A Y  1 1  
( F i g u r e  4 . 7 A ;  s h o w n  f o r  L 4 2 8  o n l y ) .  A s  p r e v i o u s l y ,  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l  l i n e s  w e r e  c o -  
t r a n s f e c t e d  w i t h  3 x  e n h - K B  l u c  a n d  p C M V  L a c Z  r e p o r t e r  c o n s t r u c t s .  T r a n s f e c t e d  c e l l s  
w e r e  t r e a t e d  w i t h  1 0  @ I  B A Y 1  1  
a n d  t h e  e f f e c t  o n  a c t i v a t e d  N F - K B  l e v e l s  w a s  
m o n i t o r e d  b y  l u c i f e r a s e  a s s a y  a n d  B - g a l  n o r m a l i s a t i o n  a t  4 8  h  p o s t  t r e a t m e n t .  A c t i v a t e d  
N F - K B  l e v e l s  w e r e  r e d u c e d  b y  - 9 0  %  u p o n  t r e a t m e n t  w i t h  B A Y 1  I .  N F - K B  i n h i b i t i o n  
u s i n g  t h i s  c o m p o u n d  l e d  t o  c e l l  d e a t h  b y  a p o p t o s i s  ( F i g u r e  4 . 7 B )  a s  d e t e r m i n e d  b y  
a n a l y s i s  o f  c e l l s  s t a i n e d  w i t h  a c r i d i n e  o r a n g e t e t h i d i u r n  b r o m i d e  ( S e c t i o n  2 . 4 . 9 )  u s i n g  
f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y  a n d  b y  a n n e x i n  V t P I  s t a i n i n g  f o l l o w e d  b y  F A C S  a n a l y s i s  
( F i g u r e  4 . 8 ) .  N e x t ,  t h e  e f f e c t  o f  i n h i b i t i o n  o f  N F - K B  a c t i v i t y  i n  H / R S  c e l l s  u s i n g  t h i s  
c h e m o t o x i c  a g e n t  o n  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w a s  i n v e s t i g a t e d .  R N A  e x t r a c t e d  
f r o m  L A 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s  i n c u b a t e d  w i t h  1 0  p M  B A Y  1 1  w e r e  a n a l y s e d  b y  R T - q P C R  t o  
d e t e r m i n e  b f l - 1  r n R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  a t  v a r i o u s  i n t e r v a l s  o v e r  a  4 8  h  p e r i o d .  A  
d e c r e a s e  i n  b j l - l  m R N A  l e v e l s  o f  5 0  %  w a s  s e e n  i n  b o t h  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l  l i n e s  a t  4 8  
h  p o s t - t r e a t m e n t  w i t h  B A Y  1 1  ( F i g u r e  4 . 9 ) .  
A  B  
I  I  
+ B A Y  1  1  - B A Y  1  1  
T r e a t m e n t  
F i g u r e  4 . 7  I n h i b i t i o n  o f  N F - K B  a c t i v i t y  b y  B A Y 1 1  i n  H L  
( A )  L A 2 8  c e l l s  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  3 x e n h - K B  L u c  a n d  p C M V  L a c Z .  T r a n s f e c t e d  
c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  B A Y  1 1 .  T h e  e f f e c t  o n  N F - K B  w a s  m o n i t o r e d  b y  l u c i f e r a s e  a s s a y  
a n d  ( 3 - g a l  n o r m a l i s a t i o n  a t  4 8  h  p o s t  t r e a t m e n t .  ( B )  L 4 2 8  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  1 0  @ I  
B A Y 1  1  ( + B )  o r  v e h i c l e  ( - B ) .  A t  4 8  h  p o s t - t r e a t m e n t ,  c e l l s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  1 0  p g l m l  
a c r i d i n e  o r a n g e l e t h i d i u m  b r o m i d e  a n d  v i s u a l i s e d  u s i n g  a n  O l y m p u s  D P - 5 0  f l u o r e s c e n t  
c a m e r a  u n d e r  4 0 - X  m a g n i f i c a t i o n  
F i g u r e  4 . 8  T r e a t m e n t  o f  L 4 2 8  c e l l s  w i t h  N F - K B  i n h i b i t o r ,  B A Y 1 1  
L 4 2 8  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  o r  w i t h o u t  1 0  p M  B A Y 1  1  o r  D M S O  ( v e h i c l e )  a n d  c e l l  
v i a b i l i t y / a p o p t o s i s  p r o f i l e  w a s  a n a l y s e d  a t  4 8  h  p o s t  t r e a t m e n t  b y  P U a n n e x i n  V  s t a i n i n g  
a n d  s u b s e q u e n t  f l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s .  Q u a d r a n t  m a r k e r s  w e r e  b a s e d  o n  
s t a i n e d l u n s t a i n e d  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t .  
C e l l s  i n  t h e  l o w e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  v i a b l e  c e l l s  ( P I - / A n n e x i n  V - ) ,  c e l l s  i n  t h e  l o w e r  r i g h t  
q u a d r a n t  a r e  e a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  ( P I ' I A n n e x i n  v ' ) ,  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  r i g h t  q u a d r a n t  a r e  
l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s  ( ~ 1 ' 1 A n n e x i n  v ' )  a n d  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  n e c r o t i c  
c e l l s  ( F ' ~ + / A n n e x i n  V J .  
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F i g u r e  4 . 9  E f f e c t  o f  B A Y 1 1  i n h i b i t i o n  o f  N F - K B  o n  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  H / R S  
c e l l  l i n e s  
L 4 2 8  ( A )  a n d  L 5 9 1  ( B )  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  1 0  p M  B A Y 1  1 .  R N A  e x t r a c t s  w e r e  
p r e p a r e d  a t  v a r i o u s  t i m e p o i n t s .  T h e  a m o u n t  o f  b f l - I  m R N A  w a s  q u a n t i f i e d  b y  r e v e r s e  
t r a n s c r i p t i o n  f o l l o w e d  b y  r e a l  t i m e  P C R  u s i n g  a n  A B I  7 5 0 0  d e t e c t i o n  s y s t e m .  B j l - 1  
l e v e l s  w e r e  a s s a y e d  i n  t r i p l i c a t e  ( u s i n g  a  T a q M a n  g e n e  e x p r e s s i o n  a s s a y  f o r  b f l - I )  a n d  
n o r m a l i s e d  b y  g a p d h  l e v e l s  ( a s s a y e d  u s i n g  a  T a q M a n  g e n e  e x p r e s s i o n  a s s a y  f o r  g a p d h ) .  
F o l d  d i f f e r e n c e s  w e r e  c a l c u l a t e d  r e l a t i v e  t o  b f l - I  l e v e l s  a t  t i m e  z e r o  ( a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  
1 ) .  D a t a  a r e  m e a n  & S D ,  * P < 0 . 0 5 .  
T a k e n  t o g e t h e r  t h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  N F - K B  i n h i b i t i o n  o f  W R S  c e l l s  r e s u l t s  i n  
d e a t h  b y  a p o p t o s i s ,  w h i c h  i s  c o i n c i d e n t  w i t h  a  s i g n i f i c a n t  d e c l i n e  i n  b f l - 1  m R N A  
e x p r e s s i o n .  T h e  e f f e c t  i s  s e e n  w i t h  t w o  i n d e p e n d e n t  N F - K B  i n h i b i t o r s ,  w h i c h  a b r o g a t e  
N F - K B  a c t i v i t y  b y  d i f f e r e n t  m e c h a n i s m s  a n d  i s  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  b j l - I  i s  a  k e y  
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N F - K B  t a r g e t  g e n e  i n  c u l t u r e d  W R S  c e l l s .  F u r t h e r  s u b s t a n t i a t i o n  o f  t h i s  f i n d i n g '  i s  l a t e r  
p r e s e n t e d  i n  C h a p t e r  6 ,  w h e r e  i t  i s  s h o w n  t h a t  t h e  b f l - l  p r o m o t e r  i s  r e g u l a t e d  b y  N F - K B  
i n  W R S - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  o f  E B V  n e g a t i v e  ( L 4 2 8 )  a n d  p o s i t i v e  ( L 5 9 1 )  s t a t u s .  
4 . 2 . 2  T h e  e f f e c t  o f  m a i n t e n a n c e  o f  b J I - 1  e x p r e s s i o n  d u r i n g  N F - K B  
i n h i b i t i o n .  
I n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  h o w  c r u c i a l  t h e  l o s s  o f  b j 7 - 1  e x p r e s s i o n  i s  i n  a r r i v i n g  a t  t h e  
a p o p t o t i c  o u t c o m e  s e e n  u p o n  N F - K B  i n h i b i t i o n ,  i t  w a s  a  d e c i d e d  t o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t  
o f  s u b s t i t u t i n g  f o r  t h e  l o s s  b y  e x o g e n o u s  e x p r e s s i o n  o f  B f l - l  d u r i n g  N F - K B  i n h i b i t i o n .  
I n  o r d e r  t o  d o  t h i s ,  a  p l a s m i d  c a p a b l e  o f  i n d u c i b l y  e x p r e s s i n g  b j Z - 1  w a s  f i r s t  c o n s t r u c t e d  
u s i n g  t h e  t e t r a c y c l i n e - r e g u l a t a b l e  p l a s m i d  p R T S - 1  ( T a b l e  2 - 5 ;  B o m k a m m  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
p R T S - 1  i s  a  n o v e l  E B V - d e r i v e d  e p i s o m a l l y  r e p l i c a t i n g  p l a s m i d  t h a t  c a r r i e s  a l l  t h e  
e l e m e n t s  f o r  c o n d i t i o n a l  e x p r e s s i o n  o f  a  g e n e  o f  i n t e r e s t  v i a  t e t r a c y c l i n e  r e g u l a t i o n  
( B o r n k a m m  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e  g e n e  o f  i n t e r e s t  i s  e x p r e s s e d  f r o m  t h e  b i d i r e c t i o n a l  
p r o m o t e r  P k t b i - l  ( F i g u r e  4 . 1  1 A )  t h a t  a l l o w s  s i m u l t a n e o u s  e x p r e s s i o n  o f  t w o  g e n e s ,  o f  
w h i c h  o n e  m a y  b e  u s e d  a s  s u r r o g a t e  m a r k e r  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  g e n e  o f  i n t e r e s t .  
T i g h t  d o w n  r e g u l a t i o n  i s  a c h i e v e d  t h r o u g h  b i n d i n g  o f  t h e  s i l e n c e r  ~ T S K R A B  t o  P , , b i - 1  i n  
t h e  a b s e n c e  o f  t e t r a c y c l i n e  ( o r  d o x y c y c l i n e ) .  A d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  r e l e a s e s  r e p r e s s i o n  
a n d  v i a  b i n d i n g  o f  r t T A 2 s - M 2  a c t i v a t e s  P t e t b i - I .  T h e  e x p r e s s i o n  c a s s e t t e  c o n t a i n e d  o n  
t h e  p l a s m i d  c o n f e r r i n g  t e t r a c y c l i n e  r e s p o n s i v e n e s s  i s  c o m p o s e d  o f  t h e  c h i c k e n - l ) - a c t i n  
p r o m o t e r  ( C A G )  f l a n k e d  b y  t h e  m o u s e  I g  h e a v y  c h a i n  i n t r o n  e n h a n c e r  ( E p )  a n d  d r i v e s  
e x p r e s s i o n  o f  t h e  t w o  g e n e s  e n c o d i n g  r t T A 2 s - M 2  a n d  ~ T S K R ~ B  s e p a r a t e d  b y  a n  i n t e r n a l  
r i b o s o m a l  e n t r y  s i t e  ( I R E S ) .  T h e  E p  i n t r o n  e n h a n c e r  w a s  i n c l u d e d  f o r  e f f i c i e n t  
e x p r e s s i o n  o f  t e t r a c y c l i n e - c o n t r o l l e d  r e g u l a t o r s  i n  B  c e l l s  a n d  m a k e s  t h i s  p l a s m i d  
e s p e c i a l l y  s u i t e d  t o  t h e  s t u d y  o f  B  c e l l  l y m p h o m a g e n e s i s .  
C l o n i n g  o f  p R T S - 1 - H A - b f l - 1  
T h e  s u b - c l o n i n g  s t r a t e g y  i s  s u m m a r i s e d  i n  F i g u r e  4 . 1 0 .  A  c i r c u l a r  m a p  o f  p R T S -  1  i s  
s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 1 1 A .  T h e  p l a s m i d  w a s  f i r s t l y  c h a r a c t e r i s e d  b y  r e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  
( S e c t i o n  2 . 3 . 3 )  u s i n g  S a c  I  a n d  S a l  I  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  ( F i g u r e  4 . 1 1 B ) .  P r i o r  t o  
l i g a t i o n ,  t h e  p l a s m i d  w a s  l i n e a r i s e d  b y  d i g e s t i o n  w i t h  S f i  I  t o  e x c i s e  t h e  l u c i f e r a s e  g e n e  
( F i g u r e  4 . 1  l C ) ,  f o l l o w e d  b y  d e p h o s p h o r y l a t i o n  u s i n g  C I P  t o  p r e v e n t  r e c i r c u l a r i s a t i o n  o f  
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t h e  l i n e a r i s e d  D N A  ( S e c t i o n  2 . 3 . 4 ) .  T h e  l i n e a r i s e d ,  C I P - t r e a t e d  D N A  w a s  t h e n  p u r i f i e d  
b y  p h e n o l :  c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  f o l l o w e d  b y  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  ( S e c t i o n  2 . 3 . 2 ) .  
T h e  b f l - 1  O R F  f u s e d  t o  a  h e m a g g l u t i n i n  ( H A )  t a g  w a s  a m p l i f i e d  u s i n g  t h e  c o n s t r u c t  
p C D N A 3 - H A - b f l - 1  a s  t e m p l a t e  D N A  ( T a b l e  2 - 5 ) .  T h i s  c o n s t r u c t  c o n t a i n s  t h e  f u l l  
l e n g t h  b f l - 1  O R F  s u b - c l o n e d  d o w n s t r e a m  o f  a  H A  p e p t i d e  ( d e r i v e d  f r o m  t h e  h u m a n  
i n f l u e n z a  h e m a g g l u t i n i n  p r o t e i n )  i n  p C D N A 3  ( D ' S a - E i p p e r  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  H A  i s  a  s h o r t  
e p i t o p e  t a g ,  c o m m o n l y  u s e d  f o r  d e t e c t i o n  o f  f u s i o n  p r o t e i n s  m e d i a t e d  b y  h i g h l y  s p e c i f i c  
a n t i - H A  a n t i b o d i e s .  p C D N A 3 - H A - b f l - 1  D N A  w a s  f i r s t  c h a r a c t e r i s e d  b y  r e s t r i c t i o n  
d i g e s t i o n  ( S e c t i o n  2 . 3 . 3 )  p r i o r  t o  P C R  ( n o t  s h o w n ) .  
T h e  H A - b f l - 1  O R F  w a s  a m p l i f i e d  b y  P C R  ( S e c t i o n  2 . 3 . 5 )  w i t h  a  f o r w a r d  p r i m e r  
( H A B f l l F o r S f i I )  w i t h  H A  t a g  s e q u e n c e  h o m o l o g y  a n d  a  r e v e r s e  p r i m e r  ( B f l - 1 R e v S f i I )  
f r o m  t h e  r e g i o n  d o w n s t r e a m  o f  t h e  b f l - 1  t e r m i n a t i o n  c o d o n  ( s e q u e n c e s  i n  T a b l e  2 - 6 ) .  
T h e  p r i m e r s  i n c l u d e d  S '  I  r e s t r i c t i o n  s i t e s  f o r  c l o n i n g .  F o l l o w i n g  P C R ,  t h e  p r o d u c t s  
w e r e  a n a l y s e d  b y  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( S e c t i o n  2 . 3 . 1 3 )  t o  c h e c k  f o r  m i g r a t i o n  o f  
f r a g m e n t s  a t  t h e  e x p e c t e d  s i z e  ( F i g u r e  4 . 1 1 D ) .  T h e  P C R  p r o d u c t s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  
p u r i f i e d  ( S e c t i o n  2 . 3 . 6 ) ,  
d i g e s t e d  w i t h  S f i  Z  a n d  p u r i f i e d  b y  p h e n o l :  c h l o r o f o r m  
e x t r a c t i o n  f o l l o w e d  b y  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n .  L i g a t i o n  o f  v e c t o r  a n d  i n s e r t  D N A  w e r e  
c a r r i e d  o u t  o v e r n i g h t  a t  1 6  " C  ( S e c t i o n  2 . 3 . 7 ) .  
-  
1 .  P C R  a m p l i f i c a t i o n  o f  b j l - I  2 .  R e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  o f  
s e q u e n c e  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  P C R  
p R T S - 1  D N A  u s i n g  S J i  I  
p r o d u c t s  
f o l l o w e d  b y  C I P  t r e a t m e n t  
3 .  R e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  o f  P C R  
4 .  P h e n o l :  c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  
p r o d u c t  w i t h  S j i  I ,  f o l l o w e d  b y  
/  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  o f  
p h e n o l :  c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  d g i e s t e d ,  C I P - t r e a t e d  p R T S - I  
a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  5 .  L i g a t i o n  
+  
D N A  
6 .  T r a n s f o r m a t i o n  i n t o  E .  c o l i  J M 1 0 9  c e l l s  
+  
7 .  S c r e e n i n g  o f  t r a n s f o r m a n t s  b y  r e s t r i c t i o n  a n a l y s i s  a n d  s e q u e n c i n g  
8 .  D N A  p r e p a r a t i o n s  o f  r e c o m b i n a n t  c l o n e s  f o r  t r a n s f e c t i o n  
I  
F i g u r e  4 . 1 0  C l o n i n g  s t r a t e g y  
F l o w  d i a g r a m  d e t a i l i n g  t h e  s t e p s  i n v o l v e d  i n  g e n e r a t i n g  t h e  p R T S - 1 - H A - b f l - 1  c o n s t r u c t .  
B r i e f l y ,  t h e  b f l - 1  O R F  w a s  a m p l i f i e d  b y  P C R  u s i n g  p C D N A 3 - H A - b f l - 1  a s  t e m p l a t e  
D N A ,  d i g e s t e d  w i t h  S f i  I  a n d  s u b - c l o n e d  i n t o  t h e  S f i  I  s i t e s  c r e a t e d  w h e n  t h e  l u c i f e r a s e  
g e n e  w a s  e x c i s e d  f r o m  p R T S - 1 .  C o m p e t e n t  E . c o l i  J M 1 0 9  c e l l s  w e r e  t r a n s f o r m e d  w i t h  
t h e  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  a n d  a  n u m b e r  o f  i n d e p e n d e n t l y  t r a n s f o r m e d  c o l o n i e s  w e r e  
s e l e c t e d  f o r  g r o w t h  o f  s m a l l - s c a l e  c u l t u r e s .  P l a s m i d  D N A  i s o l a t e d  f r o m  e a c h  c u l t u r e  
w a s  t h e n  a n a l y s e d  b y  d i g e s t i o n  w i t h  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  a n d  P C R .  L a r g e - s c a l e  D N A  
p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s  w e r e  p e r f o r m e d  a n d  t h e  p R T S - 1 - H A - b f l - 1  
c o n s t r u c t  w a s  u s e d  i n  t r a n s f e c t i o n s  w i t h  D G 7 5  a n d  L 4 2 8  c e l l  l i n e s .  
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F i g u r e  4 . 1 1  C o n s t r u c t i o n  o f  p R T S - 1 - H A - b j Z - 1 .  
( A )  S c h e m a t i c  c i r c u l a r  m a p  o f  p R T S - 1  v e c t o r  a d a p t e d  f r o m  B o r n k a m m  e t  a l . ,  2 0 0 5 .  
T h e  l u c i f e r a s e  g e n e  i s  d e s i g n a t e d  l u c .  T h e  b i c i s t r o n i c  e x p r e s s i o n  c a s s e t t e  d r i v i n g  
e x p r e s s i o n  o f  r t T A s - M 2  a n d  t T S K R A B ,  s e p a r a t e d  b y  a n  i n t e r n a l  r i b o s o m a l  e n t r y  s i t e  
( I R E S ) ,  i s  p l a c e d  b e h i n d  t h e  c h i c k e n  f ! - a c t i n  i n t r o n  a n d  t r a n s c r i b e d  f r o m  a  
p r o m o t e r l e n h a n c e r  c o n s i s t i n g  o f  t h e  m o u s e  h e a v y  c h a i n  i n t r o n  e n h a n c e r  ( E m )  a n d  t h e  
c h i c k e n  j 3 - a c t i n  p r o m o t e r  ( C A G p ) .  P t e t b i - 1  d e n o t e s  t h e  b i d i r e c t i o n a l  t e t r a c y c l i n e -  
r n g u l a t e d  p r o m o t e r  a n d  o f l  t h e  E B V  e p i s o - 1  o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n .  E B N A  1 ,  t h e  E B V  
S n e  i 3 B N A 1 ;  b l a ,  & l a c t a m s l s e ;  S V p ,  t h e  S V 4 Q  m r l y  p r o m o t e r ;  o r i ,  t h e  b a c t e r i a l  o r i g i n  
o f  t e p k a t i c m  d e r i v e d  & m  p M B 1 ;  a n d  h y g ,  B e  h y g r o m y c i n  p h o s p h o t r a n s f e r a s e  g e n e .  
( B )  T h e  E B i 4 0 0  b p  p R T S - 1  p l a s m i d  w a s  c h a m t e y i s e d  p r i o r  t o  c l o n i n g  b y  r e s t r i c t i o n  
d i g e s t i o n  u s i n g  S a c  I  a n d  S a l  I  e n z y m e s  f o l l a w e d  b y  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 0 . 7  %  
a g a r o s e - 1 X  T A E  g e l ) .  R e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  p a t t e r n s  w e r e  p r e d i c t e d  u s i n g  N E B c u t t e r  
s o f t w a r e  ( T a b l e  2 - 4 ) .  A  1  k b  D N A  l a d d e r  ( I n v i t r o g e n )  i s  s h o w n  i n  l a n e  1 .  U n d i g e s t e d  
D N A  c a n  b e  s e e n  i n  l a n e  1 1 .  R e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  w i t h  S a c  I  r e s u l t e d  i n  f i v e  f r a g m e n t s  
a t  1 3 , 4 9 6  b p ,  4 , 4 8 3  b p ,  3 1 4  b p ,  1 0 4  b p  a n d  5 3  b p  a s  e x p e c t e d  ( l a n e  9 ;  b a n d s  a t  1 0 4  b p  
a n d  5 3  b p  t o o  f a i n t  t o  d i s c e r n ) .  R e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  w i t h  S a l  I  y i e l d e d  f o u r  f r a g m e n t s  
o f  1 0 , 0 6 0  b p ,  3 , 1 8 2  b p ,  3 0 7 0  b p  a n d  2 0 8 8  b p  ( l a n e  1 0 ) .  E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  
a t  1 0 0  V  f o r  1  h  u s i n g  a  1  %  a g a r o s e - 1 X  T A E  g e l .  ( C )  R e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  o f  p R T S - 1  
w i t h  S f i  I  e x c i s e d  l u c i f e r a s e  g e n e  ( 1 . 6  k b ) ,  d e s i g n a t e d  b y  b l a c k  a r r o w .  A  1  k b  l a d d e r  i s  
s e e n  i n  l a n e  1 .  U n d i g e s t e d  ( l a n e  3 1 5 )  a n d  S f i  I - d i g e s t e d  p l a s m i d  D N A  ( l a n e  1 1 4 )  w a s s  
a n a l y s e d  u s i n g  a  0 . 7  %  a g a r o s e - 1 X  T A E  g e l .  ( D )  P C R  p r o d u c t s  a m p l i f i e d  f r o m  t h e  
p C D N A 3 - H A - b f l - l  u s i n g  f o r w a r d  a n d  r e l v e r s e  p r i m e r s ;  H A B f l l F o r S f i I  a n d  B f l -  
l R e v S f i 1 ,  w e r e  a n a l y s e d  b y  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o n  a  2  %  a g a r o s e - 1  X  T A E  g e l  
a n d  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  1 0 0  V  f o r  1  h  i n  1  X  T A E .  A m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  
H A - b f l - 1  f r a g m e n t  r e s u l t e d  i n  a  b a n d  a t  6 1 0  b p  ( l a n e  2 - 4 ) ,  d e s i g n a t e d  b y  b l a c k  a r r o w .  A  
1 0 0  b p  D N A  l a d d e r  ( I n v i t r o g e n )  i s  s h o w n  i n  l a n e s  1  a n d  5 .  ( E )  R e s t r i c t i o n  a n a l y s i s  o f  
1 3 9  
r e c o m b i n a n t  p R T S - 1 - H A - b f l - 1  c l o n e s  t o  d e t e r m i n e  c o r r e c t  i n s e r t  o r i e n t a t i o n  b y  
d i g e s t i o n  u s i n g  B g l  I 1  e n z y m e  f o l l o w e d  b y  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 0 . 7  %  a g a r o s e -  
1 X  T A E  g e l ) .  C o r r e c t  i n s e r t  o r i e n t a t i o n  w o u l d  y i e l d  t w o  f r a g m e n t s  o f  1 , 9 2 3  b p  a n d  
1 5 , 3 9 9  b p  w h i l e  i n c o r r e c t  o r i e n t a t i o n  w o u l d  p r o d u c e  t w o  f r a g m e n t s  o f  1 4 7 1  b p  a n d  
1 5 , 8 5 1  b p  u p o n  d i g e s t i o n .  A  1  k b  l a d d e r  i s  s e e n  i n  l a n e s  1  a n d  7 .  p R T S - 1 - H A - b J - 1  
c l o n e s  h a r b o u r e d  t h e  H A - b f l - 1  f r a g m e n t  i n  t h e  c o r r e c t  o r i e n t a t i o n  a s  d i s c e r n e d  b y  t h e  
p r e s e n c e  o f  a  d i g e s t e d  f r a g m e n t  a t  - 1 . 9  k b  ( l a n e s  2  a n d  3 ) ,  i n d i c a t e d  b y  a  b l a c k  a r r o w .  
F o l l o w i n g  t h e  l i g a t i o n  r e a c t i o n ,  c o m p e t e n t  E .  c o l i  J M 1 0 9  c e l l s  w e r e  t r a n s f o r m e d  w i t h  
t h e  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  D N A .  S i n g l e  c o l o n i e s  w e r e  u s e d  t o  i n o c u l a t e  c u l t u r e s  f r o m  
w h i c h  D N A  m i n i - p r e p a r a t i o n s  w e r e  g e n e r a t e d .  R e s t r i c t i o n  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  o n  
t h e  D N A  t o  d e t e c t  t h e  p r e s e n c e  o f  i n s e r t  D N A .  U n i q u e l y ,  e v e n  t h o u g h  b o t h  S '  I  s i t e s  
u s e d  f o r  c l o n i n g  w e r e  d i f f e r e n t  i n  b a s e - p a i r  c o m p o s i t i o n  i t  w a s  p o s s i b l e  f o r  t h e  i n s e r t  
D N A  t o  l i g a t e  i n t o  t h e  v e c t o r  i n  e i t h e r  t h e  f o r w a r d  o r  r e v e r s e  o r i e n t a t i o n  a s  t h e  
o v e r h a n g s  p r o d u c e d  a r e  p a l i n d r o m e s .  T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  i n s e r t  D N A  h a d  l i g a t e d  i n  
t h e  f o r w a r d  o r i e n t a t i o n ,  a  P C R  b a s e d  s t r a t e g y  w a s  f i r s t  e m p l o y e d  u s i n g  t h e  
p E B N A s e q F o r  f o r w a r d  p r i m e r  ( h o m o l o g o u s  t o  r e g i o n  u p s t r e a m  o f  s t a r t  c o d o n  o f  p R T S -  
1 )  a n d  t h e  B f l - 1 R e v S f i I  r e v e r s e  p r i m e r  u s e d  i n  P C R  a m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  H A - b f l - 1  
f r a g m e n t  ( s e q u e n c e s  i n  T a b l e  2 - 6 ) .  A  P C R  p r o d u c t  w a s  g e n e r a t e d  i f  t h e  i n s e r t  D N A  h a d  
l i g a t e d  i n  t h e  f o r w a r d  o r i e n t a t i o n  ( n o t  s h o w n ) .  C o r r e c t l i n c o r r e c t  i n s e r t  o r i e n t a t i o n  w a s  
a l s o  d i f f e r e n t i a t e d  b y  r e s t r i c t i o n  a n a l y s i s  u s i n g  B g l  I 1  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  ( F i g u r e  4 . 1  1 E ) .  
O n c e  i t  w a s  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  H A - b J - I  s e q u e n c e  h a d  l i g a t e d  i n t o  p R T S - 1  i n  t h e  
c o r r e c t  o r i e n t a t i o n ,  D N A  m a x i - p r e p a r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  ( S e c t i o n  2 . 3 . 1  1 )  a n d  t h e  
f i d e l i t y  o f  t h e  c l o n e d  s e q u e n c e  w a s  v e r i f i e d  b y  s e q u e n c i n g  ( S e c t i o n  2 . 3 . 1 4 )  u s i n g  t h e  
p E B N A s e q F o r  p r i m e r  ( T a b l e  2 - 6 ) .  T h e  p R T S - 1 - H A - b f l - 1 - d e r i v e d  p l a s m i d  D N A ,  
d e m o n s t r a t e d  1 0 0  %  h o m o l o g y  w i t h  t h e  p r e d i c t e d  s e q u e n c e  a s  d e r i v e d  f r o m  t h e  k n o w n  
H A  t a g  a n d  B F L l  ( G e n B a n k  a c c e s s i o n  n u m b e r  U 2 7 4 6 7 )  c o d i n g  s e q u e n c e s  ( n o t  s h o w n ) .  
I n  o r d e r  t o  t e s t  e x p r e s s i o n  o f  H A - t a g g e d  B f l - 1 ,  s t a b l e  t r a n s f e c t i o n  o f  t h e  p R T S - 1 - H A -  
b f l - 1  c o n s t r u c t  a n d  t h e  c o r r e s p o n d i n g  e m p t y  v e c t o r  ( p R T S - 1 )  w a s  p e r f o r m e d  i n  t h e  B L  
D G 7 5  c e l l  l i n e  ( T a b l e  2 - 1 )  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  ( S e c t i o n  2 . 4 . 6 . 1 )  f o l l o w e d  b y  s e l e c t i o n  o f  
p o s i t i v e  c l o n e s  u s i n g  h y g r o m y c i n  ( 4 0 0  p g l m l ) .  D G 7 5  i s  a  r e a d i l y  t r a n s f e c t a b l e ,  E B V -  
n e g a t i v e  B L  c e l l  l i n e  w i t h  a  l o w  b a s a l  l e v e l  o f  b j Z - 1  e x p r e s s i o n  ( D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  
a n d  w a s ,  t h e r e f o r e ,  a  s u i t a b l e  c e l l  l i n e  t o  t e s t  e x o g e n o u s  e x p r e s s i o n  o f  b f l - I  f r o m  p R T S -  
1 - H A - b f l - I .  D G 7 5 - p R T S - 1 - H A - b f Z - I  a n d  D G 7 5 - p R T S - 1  c l o n e s  w e r e  i n d u c e d  o r  n o n -  
i n d u c e d  t o  e x p r e s s  t h e i r  r e s p e c t i v e  p r o t e i n s  b y  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  ( 1  p g / m l )  o r  a n  
1 4 0  
e q u a l  v o l u m e  o f  v e h i c l e  ( 1 0 0  %  e t h a n o l )  t o  t h e  c u l t u r e  m e d i a .  T o t a l  p r o t e i n  f r o m  t h e s e  
c e l l s  w a s  p r e p a r e d  a t  7 2  h  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  H A - t a g g e d  B f l - l  w a s  c o n f i r m e d  b y  
w e s t e r n  b l o t t i n g  ( S e c t i o n  2 . 7 . 4 )  u s i n g  a n  a n t i - H A  a n t i b o d y  ( T a b l e  2 - 2 )  ( F i g u r e  4 . 1 2 A ) .  
C o - e x p r e s s i o n  o f  G F F  f r o m  t h e  b i - d i r e c t i o n a l  p r o m o t e r s  o f  p R T S - 1 - H A - b j Z - I  a n d  
p R T S - 1  u p o n  i n d u c t i o n  w i t h  t e t r a c y c l i n e  w a s  a l s o  c o n f i r m e d  u s i n g  f l u o r e s c e n c e  
m i c r o s c o p y  ( S e c t i o n  2 . 4 . 6 . 5 )  ( F i g u r e  4 . 1 2 B ) .  R N A  f r o m  t h e s e  c e l l s  w a s  p r e p a r e d  
( S e c t i o n  2 . 6 . 3 . 1 )  a t  7 2  h  p o s t - a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  a n d  w a s  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  t o  
c D N A  ( S e c t i o n  2 . 6 . 4 . 1 ) .  R e l a t i v e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  b j Z - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w a s  
p e r f o r m e d  b y  r e a l t i m e  q - P C R  ( S e c t i o n  2 . 6 . 4 . 2 )  ( F i g u r e  4 . 1 2 C ) .  
F i g u r e  4 . 1 2  E c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  b f l - 1  m R N A  a n d  H A - t a g g e d  B f l - 1  a n d  G F P  
p r o t e i n s  f r o m  D G 7 5 - p R T S - 1  - H A - b f l - 1  c l o n e s .  
D G 7 5 - p R T S - 1 - H A - b J Z - 1  a n d  D G 7 5 - p R T S - 1  c l o n e s  w e r e  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  b y  
a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  t o  e x p r e s s  H A - B f l - I  a n d  G F F  p r o t e i n s  o r  G F P  a n d  L u c i f e r a s e  
p r o t e i n s  r e s p e c t i v e l y .  ( A )  T h e  e x p r e s s i o n  o f  H A - t a g g e d  B f l - 1  w a s  c o n f i r m e d  b y  
w e s t e r n  b l o t t i n g  a t  7 2  h  p o s t  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  u s i n g  a n  a n t i - H A  a n t i b o d y  ( u p p e r  
p a n e l )  a n d  n o r m a l i s e d  f o r  p a c t i n  l e v e l s  ( l o w e r  p a n e l )  u s i n g  a n  a n t i - a c t i n  a n t i b o d y .  ( B )  
T h e  i n d u c t i o n  o f  G F P  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  a t  7 2  h  b y  u s i n g  a n  O l y m p u s  
D P - 5 0  f l u o r e s c e n t  m i c r o s c o p e .  ( C )  R N A  w a s  e x t r a c t e d  a t  7 2  h  a n d  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  
u s i n g  r a n d o m  p r i m e r s .  T h e  i n d u c t i o n  o f  b f l - I  r n R N A  w a s  m o n i t o r e d  i n  r e a l - t i m e  b y  
d e t e c t i o n  o f  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  u s i n g  a  P A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  b f l - 1  a n d  a  
F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  p - a c t i n  u s i n g  a n  A B I  P r i s m  7 5 0 0  S e q u e n c e  D e t e c t i o n  
S y s t e m .  A f t e r  n o r m a l i s a t i o n  f o r  b a c t i n ,  R e l a t i v e  Q u a n t i f i c a t i o n  ( R Q )  l e v e l  o f  b f l - 1  
m R N A  w a s  p l o t t e d  a  f u n c t i o n  o f  t h e  e m p t y  v e c t o r  c o n t r o l  ( a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  
o f  I ) .  
T h e s e  r e s u l t s ,  t o g e t h e r ,  c o n f i r m e d  t h e  e x p r e s s i o n  o f  H A - t a g g e d  B f l - 1  p r o t e i n  f r o m  
p R T S - 1 - H A - b f l - 1  c o n s t r u c t  i n  D G 7 5  c e l l s  a n d  c o m p l e t e d  v a l i d a t i o n  o f  t h e  v e c t o r  f o r  
u s e  i n  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s  i n v e s t i g a t i n g  t h e  e f f e c t  o f  e x p r e s s i o n  o f  e x o g e n o u s  B f l - 1  
i n  HL c e l l  l i n e s .  
I n  p r e p a r a t i o n  f o r  s t a b l e  t r a n s f e c t i o n  o f  L A 2 8  c e l l s  w i t h  p R T S - H A - b f l -  1 ,  a  h y g r o m y c i n  
d r u g  c u r v e  ( n o t  s h o w n )  w a s  p e r f o r m e d  t o  e s t a b l i s h  t h e  m i n i m u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  d r u g  
t o  c a u s e  c e l l  d e a t h  i n  t h i s  c e l l  l i n e ,  d e t e r m i n e d  t o  b e  5 0 0  p g / m l .  L 4 2 8  c e l l s  w e r e  t h u s  
t r a n s f e c t e d  w i t h  p R T S - 1 - H A - b f l - 1  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  ( S e c t i o n  2 . 4 . 6 . 1 )  a n d  p o s i t i v e  
c l o n e s  w e r e  s e l e c t e d  f o r  h y g r o m y c i n  r e s i s t a n c e .  D e s p i t e  s e v e r a l  a t t e m p t s  s t a b l e  p o s i t i v e  
c l o n e s  o f  p R T S - 1 - H A - b f l - 1  i n  L A 2 8  w e r e  n o t  e s t a b l i s h e d ,  t h i s  w a s  m o s t  l i k e l y  d u e  t o  
t h e  p o o r  u p t a k e  o f  p l a s m i d  D N A  d u r i n g  e l e c t r o p o r a t i o n .  H o w e v e r ,  s t a b l e  c e l l  l i n e s  w e r e  
e s t a b l i s h e d  w h e n  n u c l e o f e c t i o n  ( S e c t i o n  2 . 4 . 6 . 2 )  o f  L 4 2 8  w i t h  p R T S - I - H A - b f l - 1  a n d  
s u b s e q u e n t  h y g r o m y c i n  r e s i s t a n c e  s e l e c t i o n  w a s  p e r f o r m e d .  
L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b J Z - 1  c l o n e s  w e r e  t h e n  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  t h e i r  
r e s p e c t i v e  p r o t e i n s  b y  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  ( 1  d m l )  o r  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  v e h i c l e  
( 1 0 0  %  e t h a n o l )  t o  t h e  c u l t u r e  m e d i a .  T o t a l  p r o t e i n  f r o m  t h e s e  c e l l s  w a s  p r e p a r e d  a t  4 8  
h  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  H A - t a g g e d  B f l - 1  w a s  c o n f i r m e d  b y  w e s t e r n  b l o t t i n g  ( S e c t i o n  
2 . 7 . 4 )  u s i n g  a n  a n t i - H A  a n t i b o d y  ( T a b l e  2 - 2 )  ( F i g u r e  4 . 1 3 A ) .  C o - e x p r e s s i o n  o f  t h e  G F P  
p r o t e i n  f r o m  t h e  b i - d i r e c t i o n a l  p r o m o t e r  o f  p R T S - I - H A - b J Z - 1  u p o n  i n d u c t i o n  w i t h  
t e t r a c y c l i n e  w a s  a l s o  c o n f i r m e d  u s i n g  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y  ( S e c t i o n  2 . 4 . 6 . 5 )  ( F i g u r e  
4 . 1 3 B ) .  R N A  f r o m  t h e s e  c e l l s  w a s  p r e p a r e d  ( S e c t i o n  2 . 6 . 3 . 1 )  a t  4 8  h  p o s t - a d d i t i o n  o f  
t e t r a c y c l i n e  a n d  w a s  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  t o  c D N A  ( S e c t i o n  2 . 6 . 4 . 1 ) .  Q u a n t i f i c a t i o n  o f  
b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s  w a s  p e r f o r m e d  b y  r e a l t i m e  q - P C R  ( S e c t i o n  2 . 6 . 4 . 2 )  
( F i g u r e  4 . 1 3 C ) .  
F i g u r e  4 . 1 3  E c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  b f l - 1  m R N A  a n d  H A - t a g g e d  B f l - 1  a n d  G F P  
p r o t e i n s  f r o m  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  c l o n e s .  
L 4 2 8  p R T S - 1 - H A - b f Z - 1  c l o n e s  w e r e  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  b y  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  
t o  e x p r e s s  H A - B f l - 1  a n d  G F P  p r o t e i n s .  ( A )  T h e  e x p r e s s i o n  o f  H A - t a g g e d  B f l - 1  w a s  
c o n f i r m e d  b y  w e s t e r n  b l o t t i n g  a t  7 2  h  p o s t  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  u s i n g  a n  a n t i - H A  
a n t i b o d y  ( u p p e r  p a n e l )  a n d  n o r m a l i s e d  f o r  p a c t i n  l e v e l s  ( l o w e r  p a n e l )  u s i n g  a n  a n t i -  
a c t i n  a n t i b o d y .  ( B )  T h e  i n d u c t i o n  o f  G F P  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  m o n i t o r e d  a t  4 8  h  b y  
u s i n g  a n  O l y m p u s  D P - 5 0  f l u o r e s c e n t  m i c r o s c o p e .  ( C )  R N A  w a s  e x t r a c t e d  a t  4 8  h  a n d  
r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  u s i n g  r a n d o m  p r i m e r s .  T h e  i n d u c t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  w a s  m o n i t o r e d  
i n  r e a l - t i m e  b y  d e t e c t i o n  o f  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  u s i n g  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  
f o r  b f l - 1  a n d  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  p - a c t i n  u s i n g  a n  A B I  P r i s m  7 5 0 0  
S e q u e n c e  D e t e c t i o n  S y s t e m .  A f t e r  n o r m a l i s a t i o n  f o r  j 3 - a c t i n ,  R e l a t i v e  Q u a n t i f i c a t i o n  
( R Q )  l e v e l  o f  b j Z - 1  m R N A  w a s  p l o t t e d  a  f u n c t i o n  o f  t h e  n o n - i n d u c e d  s a m p l e  ( a r b i t r a r i l y  
a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 ) .  
O n c e  t h e  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b J 1 - 1  c e l l  c l o n e s  w e r e  v a l i d a t e d  a s  c a p a b l e  o f  
s i m u l t a n e o u s l y  e x p r e s s i n g  H A - t a g g e d  B f l - 1  a n d  G F P  p r o t e i n s ,  e x p e r i m e n t s  t o  t e s t  t h e  
e f f e c t  o f  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B f l -  1  d u r i n g  c o n d i t i o n s  o f  c e l l u l a r  s t r e s s  w e r e  i n i t i a t e d .  
T h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  B c l - 2  f a m i l y  p r o t e i n s  s u c h  a s  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  p r o t e i n s  B c l - x L ,  
B c l - w ,  B c l - 2 ,  a n d  M c l - 1  h a v e  a n t i - p r o l i f e r a t i v e  e f f e c t s  i n  i n  v i t r o  s y s t e m s  ( O ' R e i l l y  e t  
a l . ,  1 9 9 6 ,  H u a n g  e t  a l . ,  1 9 9 7 ,  R a t h m e l l  e t  a l . ,  2 0 0 0 ,  C r a i g ,  2 0 0 2 ,  J a n u m y a n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,  
G i l - G o m e z  e t  a l . ,  1 9 9 8 ,  F u j i s e  e t  a l . ,  2 0 0 0  a n d  W i n t e r  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  F o r  e x a m p l e ,  b c l - x ~  
a n d  b c l - 2  e n h a n c e  GO a r r e s t  a n d  d e l a y  G O -  t o - G 1  t r a n s i t i o n  i n  f i b r o b l a s t s  ( J a n u m y a n  e t  
1 4 3  
a l . ,  2 0 0 3 ) .  F u r t h e r m o r e ,  B c l - 2  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  c o r r e l a t e s  w i t h  l o w e r  p r o l i f e r a t i v e  
a c t i v i t y  ( S - p h a s e  f r a c t i o n  m e a s u r e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y )  i n  i n t e r m e d i a t e  a n d  h i g h - g r a d e  
n o n - H L  ( W i n t e r  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  U n l i k e  o t h e r  a n t i - a p o p t o t i c  m e m b e r s  o f  t h e  B c l - 2  f a m i l y ,  
e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  w a s  s h o w n  t o  f a c i l i t a t e  p r o l i f e r a t i o n  ( D ' S a - E i p p e r  a n d  C h i n n a d u r a i ,  
1 9 9 8 ) .  F u r t h e r m o r e ,  e x p r e s s i o n  o f  t h e  m o u s e  h o m o l o g u e ,  A l ,  d i d  n o t  a f f e c t  c e l l  c y c l e  
e n t r y  w h e n  o v e r e x p r e s s e d  i n  p r i m a r y  T  c e l l s  ( G o n z a l e z  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
I n h i b i t i o n  o f  N F - K B  i n  e a r l i e r  e x p e r i m e n t s  l e d  t o  a  d e c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i o n  d u e  t o  c e l l  
d e a t h .  A s  p h e n o t y p i c  a n a l y s i s  o f  t h e  e f f e c t  o f  e x o g e n o u s  B f l - 1  e x p r e s s i o n  f r o m  p R T S -  
1 - H A - b f l - 1  d u r i n g  N F - K B  i n h i b i t i o n  i n  H L  c e l l  l i n e s  i n c l u d e d  e x a m i n a t i o n  o f  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n ,  i t  w a s  i m p o r t a n t  t o  e x c l u d e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  e x o g e n o u s  B f l - 1  
e x p r e s s i o n  c o u l d  r e s u l t  i n  d e c r e a s e d l i n c r e a s e d  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  d u e  t o  c e l l  c y c l e  a r r e s t /  
a c c e l e r a t i o n .  I n  a  c o n t r o l  e x p e r i m e n t ,  a  p r o l i f e r a t i o n  a s s a y  ( S e c t i o n  2 . 4 . 8 )  w a s  
p e r f o r m e d  o n  i n d u c e d  a n d  n o n - i n d u c e d  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - I  c e l l s  i n  o r d e r  t o  
d e t e r m i n e  i f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  e x o g e n o u s  H A - B f l - 1  c o u l d  a f f e c t  p r o l i f e r a t i o n .  I t  c a n  b e  
s e e n  f r o m  F i g u r e  4 . 1 4  t h a t  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  d o e s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  o v e r  a  7 2  h  p e r i o d  p o s t  i n d u c t i o n  u n d e r  n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .  
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F i g u r e  4 . 1 4  C e l l  p r o l i f e r a t i o n  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  c e l l s  i n d u c e d l n o n - i n d u c e d  
t o  e x o g e n o u s l y  e x p r e s s  H A - B f l - 1 .  
L 4 2 8  p R T S - I - H A - b f l - 1  c l o n e s  w e r e  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  H A - B f l - 1  b y  
a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  1 0 0  %  e t h a n o l .  C e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  m o n i t o r e d  a t  0 - 7 2  h  
t i m e p o i n t s  ( A - D )  p o s t  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  b y  a d d i t i o n  o f  2 0  p l  o f  C e l l T i t e r  9 6  
A q u e o u s  O n e  S o l u t i o n  t o  1 0 0  p l  o f  c e l l s  i n  c u l t u r e  m e d i u m  ( i n  t r i p l i c a t e )  i n  9 6 - w e l l  
p l a t e s .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7  " C I 5 1  %  C 0 2  f o r  4  h  a n d  a b s o r b a n c e  a t  4 9 5  n m  
w a s  m e a s u r e d  u s i n g  a  T e c a n  S a f f i r e  I 1  9 6 - w e l l  p l a t e  r e a d e r .  P r o l i f e r a t i o n  o f  i n d u c e d  
s a m p l e s  w a s  r e l a t i v e  t o  n o n - i n d u c e d  s a m p l e s  ( a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 ) .  ( B )  
R N A  w a s  e x t r a c t e d  a t  4 8  h  a n d  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  u s i n g  r a n d o m  p r i m e r s .  T h e  
i n d u c t i o n  o f  b f Z - 1  m R N A  w a s  m o n i t o r e d  i n  r e a l - t i m e  b y  d e t e c t i o n  o f  f l u o r e s c e n c e  
i n t e n s i t y  u s i n g  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  b j l - 1  a n d  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  
p r o b e  f o r  p - a c t i n  u s i n g  a n  A B I  P r i s m  7 5 0 0  S e q u e n c e  D e t e c t i o n  S y s t e m .  A f t e r  
n o r m a l i s a t i o n  f o r  p - a c t i n ,  R Q  l e v e l  o f  b f l - l  m R N A  w a s  p l o t t e d  a  f u n c t i o n  o f  t h e  n o n -  
i n d u c e d  s a m p l e  ( a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 ) .  
P r e v i o u s  e x p e r i m e n t s  i n  t h i s  p r o j e c t  u s i n g  t h e  N F - K B  i n h i b i t o r s  s o d i u m  a r s e n i t e  a n d  
B A Y  1 1  d e m o n s t r a t e d  t h a t  d e a t h  b y  a p o p t o s i s  w a s  c o i n c i d e n t  w i t h  a  l o s s  i n  b f l - 1  m R N A  
l e v e l s  o v e r  a  4 8  h l 7 2  h  p e r i o d  i n  H L  c e l l  l i n e s  ( F i g u r e  4 . 6  a n d  F i g u r e  4 . 9 ) .  I t  w a s  
p o s s i b l e  t h a t  t h e  a b o l i t i o n  o f  a c t i v a t e d  N F - K B  l e v e l s  f o l l o w i n g  i n h i b i t i o n  r e s u l t e d  i n  
d e c r e a s e d  t r a n s c r i p t i o n a l  u p r e g u l a t i o n  o f  t h e  b f Z - 1  p r o m o t e r ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  l o s s  o f  b f Z - 1  
e x p r e s s i o n  s e e n .  I t  w a s  a n  i m p o r t a n t  a i m ,  t h e r e f o r e ,  t o  d e t e r m i n e  i f  a  l o s s  o f  b f l - 1  
e x p r e s s i o n  w a s  a  c r i t i c a l  f a c t o r  i n  t h e  a p o p t o t i c  o u t c o m e  o b s e r v e d  a n d  i f  e x o g e n o u s  
e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  c o u l d  p r o t e c t  t h e s e  c e l l s  f r o m  s o d i u m  a r s e n i t e  a n d  B A Y 1  1 - i n d u c e d  
d e a t h  b y  a p o p t o s i s .  
T h i s  h y p o t h e s i s  t h a t  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  c o u l d  p r o t e c t  c e l l s  f r o m  a p o p t o s i s  
i n d u c e d  b y  N F - K B  i n h i b i t i o n  w a s  t e s t e d  h e r e .  U 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f Z - I  c e l l s  w e r e  
i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  H A - B f l - 1 .  A t  2 4  h  p o s t  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  
v e h i c l e ,  t h e  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  s o d i u m  a r s e n i t e .  T h e  n u m b e r  o f  v i a b l e  c e l l s  w a s  
m o n i t o r e d  o v e r  a  4 8 / 7 2  h  p e r i o d  b y  M T S  a s s a y .  
F r o m  t h e  r e s u l t s ,  i t  c a n  b e  d i s c e r n e d  t h a t  s o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  o f  n o n - i n d u c e d  
L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - D f Z - 1  c e l l s  ( - T + S A )  c a u s e d  a  t i m e - d e p e n d e n t  d e c r e a s e  i n  
p r o l i f e r a t i o n  b y  5 0  %  i n  4 8  h  r e l a t i v e  t o  t h e  c o n t r o l  ( - T - S A )  ( F i g u r e  4 . 1 5 ) .  T h i s  i s  
c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g  s e e n  i n  F i g u r e  4 . 1  t h a t  c e l l  v i a b i l i t y  o f  t h e  p a r e n t  c e l l  l i n e ,  
L 4 2 8 ,  w a s  r e d u c e d  b y  5 0  %  a t  4 8  h  p o s t  s o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t .  I n  s t r i k i n g  c o n t r a s t ,  
p r o l i f e r a t i o n  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f Z - 1  c e l l s  i n d u c e d  t o  e c t o p i c a l l y  e x p r e s s  B f l - 1  
d u r i n g  N F - K B  i n h i b i t i o n  b y  s o d i u m  a r s e n i t e  ( + T + S A )  r e m a i n e d  c o n s t a n t  w i t h  n o  
r e d u c t i o n  i n  p r o l i f e r a t i o n  r e l a t i v e  t o  t h e  c o n t r o l  ( + T - S A ) .  
T h e  e f f e c t  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b p - 1  c e l l s  w a s  a l s o  
e x a m i n e d  b y  A n n e x i n  V l 7 - A A D  s t a i n i n g  ( S e c t i o n  2 . 4 . 1  1 . 1 2 a n d  F A C S  a n a l y s i s .  T h e  
n u m b e r  o f  c e l l s  e x p r e s s i n g  G F P  ( M 2 ;  F i g u r e  4 . 1 6 ,  l e f t  p a n e l  o f  g r a p h s )  i n  t h e  n o n -  
i n d u c e d  ( - T - S A  a n d  - T + S A )  s a m p l e s  w a s  n e g l i g i b l e  ( <  0 . 5  % ) ,  w h i l e  i n  t h e  i n d u c e d  
s a m p l e s  w a s  a l m o s t  h a l f  o f  t h e  t o t a l  p o p u l a t i o n  ( + T - S A ;  -  4 5  %  a n d  + T + S A ;  -  4 8  % ) .  
M 1  d e n o t e s  t h e  n o n - G F P  e x p r e s s i n g  p o p u l a t i o n .  C e l l  v i a b i l i t y  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  w a s  
m o n i t o r e d  b y  a n n e x i n  V l 7 - A A D  s t a i n i n g  ( F i g u r e  4 . 1 6 ,  r i g h t  p a n e l  o f  g r a p h s ) .  I t  i s  
e v i d e n t  f r o m  t h e s e  r e s u l t s  t h a t  s o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  o f  n o n - i n d u c e d  L 4 2 8 - p R T S - 1 -  
H A - b f Z - 1  c e l l s  ( - T + S A )  c a u s e d  a n  - 1 0  %  i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  o f  a p o p t o t i c  c e l l s  
r e l a t i v e  t o  t h e  c o n t r o l  ( - T - S A )  ( F i g u r e  4 . 1 6 ) .  I n  c o n t r a s t ,  c e l l s  i n d u c e d  t o  e c t o p i c a l l y  
e x p r e s s  B f l - 1  w e r e  p r o t e c t e d  f r o m  t h l s  a p o p t o t i c  o u t c o m e  ( + T + S A ) .  T h e  d i f f e r e n t i a l  
s e n s i t i v i t y  o f  i n d u c e d  a n d  n o n - i n d u c e d  c e l l s  t o  s o d i u m  a r s e n i t e ,  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  
p r e s e n c e  o f  B f l - 1  i s  s u f f i c i e n t  t o  e n s u r e  s u r v i v a l  o f  c u l t u r e d  W R S  c e l l s  d u r i n g  
c h e m o t o x i c  a g e n t - i n d u c e d  c e l l  d e a t h .  S t r i k i n g l y ,  w h e n  t h e  G F P - e x p r e s s i n g  c e l l s  t r e a t e d  
w i t h  s o d i u m  a r s e n i t e  w e r e  e x a m i n e d  i n  i s o l a t i o n  ( b y  a n a l y s i n g  c e l l s  i n  R 2 ;  F i g u r e  
4 . 1 7 A  l e f t  p a n e l ) ,  t h i s  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  e x h i b i t e d  c o m p l e t e  p r o t e c t i o n  f r o m  a p o p t o s i s  
w i t h  u n c o m p r o m i s e d  v i a b i l i t y  a s  s e e n  i n  F i g u r e  4 . 1 7 A ,  r i g h t  p a n e l .  D i s t i n c t l y ,  
e x a m i n a t i o n  o f  t h e  n o n - G F P  e x p r e s s i n g  p o p u l a t i o n  t r e a t e d  w i t h  B A Y  1 1  ( c e l l s  i n  R 2 ;  
F i g u r e  4 . 2 0 B  l e f t  p a n e l )  r e v e a l e d  t h a t  o n l y  6 5  %  o f  t h i s  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  w e r e  v i a b l e .  
T h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  a l s o  p e r f o r m e d  u s i n g  B A Y  1  1 ,  t o  t e s t  t h e  e f f e c t  o f  a n o t h e r  N F -  
K B  i n h i b i t o r .  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b J 1 - 1  c e l l s  w e r e  i n d u c e d  a n d  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  
H A - B f l - 1 .  A t  2 4  h  p o s t  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  v e h i c l e ,  t h e  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  
B A Y 1  1 .  T h e  n u m b e r  o f  v i a b l e  c e l l s  w a s  m o n i t o r e d  o v e r  a  4 8 / 7 2  h  p e r i o d  b y  M T S  
a s s a y .  T h e  r e s u l t s  s e e n  i n  F i g u r e  4 . 1 8  s h o w  t h a t  B A Y 1 1  t r e a t m e n t  o f  n o n - i n d u c e d  
L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  c e l l s  ( - T + B )  c a u s e d  a  t i m e - d e p e n d e n t  d e c r e a s e  i n  p r o l i f e r a t i o n  
b y  5 0  %  i n  4 8  h  r e l a t i v e  t o  t h e  c o n t r o l  ( - T - B )  ( F i g u r e  4 . 1 8 A ) .  I n  s t r i k i n g  c o n t r a s t ,  
p r o l i f e r a t i o n  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  c e l l s  i n d u c e d  t o  e c t o p i c a l l y  e x p r e s s  B f l - 1  
d u r i n g  N F - K B  i n h i b i t i o n  b y  B A Y  1 1  ( + T + B )  r e m a i n e d  c o n s t a n t  w i t h  n o  r e d u c t i o n  i n  
p r o l i f e r a t i o n  r e l a t i v e  t o  t h e  c o n t r o l  ( + T - B ) .  R N A  f r o m  t h e s e  c e l l s  w a s  p r e p a r e d  ( S e c t i o n  
2 . 6 . 3 . 2 )  a t  4 8  h  a n d  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  t o  c D N A  ( S e c t i o n  2 . 6 . 4 . 1 ) .  B f l - 1  m R N A  
e x p r e s s i o n  l e v e l s  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  r e a l t i m e  q - P C R  ( 2 . 6 . 4 . 2 )  ( F i g u r e  4 . 1 8 B ;  s h o w n  
f o r  B A Y l  1  o n l y ) .  A  - 5 0  %  d e c r e a s e  i n  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l  i n  t h e  n o n -  
i n d u c e d  B A Y 1  1  t r e a t e d  s a m p l e s  w a s  o b s e r v e d  a t  4 8  h  c o n s i s t e n t  w i t h  e a r l i e r  f i n d i n g s  i n  
t h i s  p r o j e c t  ( F i g u r e  4 . 9 ) .  
U s i n g  a n n e x i n  V l 7 - A A D  s t a i n i n g ,  t h e  e f f e c t  o f  B A Y  1 1  t r e a t m e n t  o n  v i a b i l i t y  o f  L 4 2 8 -  
p R T S - I - H A - b f l - I  c e l l s  w a s  a l s o  e x a m i n e d .  T h e  n u m b e r  o f  c e l l s  e x p r e s s i n g  G F P  
( M 2 ; F i g u r e  4 . 1 9 ,  l e f t  p a n e l  o f  g r a p h s )  i n  t h e  n o n - i n d u c e d  ( - T - B  a n d  - T + B )  s a m p l e s  w a s  
n e g l i g i b l e  ( <  0 . 2  % ) ,  w h i l e  i n  t h e  i n d u c e d  s a m p l e s  w a s  a l m o s t  h a l f  o f  t h e  t o t a l  
p o p u l a t i o n  ( + T - B ;  -  4 9  %  a n d  + T + B ;  -  3 1  % ) .  M 1  d e n o t e s  n o n - G F P  e x p r e s s i n g  
p o p u l a t i o n .  I t  i s  e v i d e n t  f r o m  t h e s e  r e s u l t s  t h a t  B A Y  1  1  t r e a t m e n t  o f  n o n - i n d u c e d  L 4 2 8 -  
p R T S - 1 - H A - b f l - 1  c e l l s  ( - T + B )  c a u s e d  a  5 4  %  d e c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  r e l a t i v e  t o  t h e  
c o n t r o l  ( - T - B )  ( F i g u r e  4 . 1 9 ,  r i g h t  p a n e l s ) .  I n  c o n t r a s t ,  c e l l s  i n d u c e d  t o  e c t o p i c a l l y  
e x p r e s s  B f l - 1  w e r e  p r o t e c t e d  f r o m  t h i s  a p o p t o t i c  o u t c o m e  ( + T + B )  a n d  e x h i b i t e d  a  3 1  %  
d e c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  o f  t h e  t o t a l  c e l l  p o p u l a t i o n .  M o r e o v e r ,  w h e n  t h e  G F P -  
e x p r e s s i n g  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  B A Y l  1  w e r e  e x a m i n e d  i n  i s o l a t i o n  ( b y  a n a l y s i n g  c e l l s  i n  
R 2 ;  F i g u r e  4 . 2 0 A  l e f t  p a n e l ) ,  t h i s  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  e x h i b i t e d  c o m p l e t e  p r o t e c t i o n  f r o m  
a p o p t o s i s  w i t h  u n c o m p r o m i s e d  v i a b i l i t y  a s  s e e n  i n  F i g u r e  4 . 2 0 A ,  r i g h t  p a n e l .  D i s t i n c t l y ,  
e x a m i n a t i o n  o f  t h e  n o n - G F P  e x p r e s s i n g  p o p u l a t i o n  t r e a t e d  w i t h  B A Y  1 1  ( c e l l s  i n  R 2 ;  
F i g u r e  4 . 2 0 B  l e f t  p a n e l )  r e v e a l e d  t h a t  o n l y  3 5  %  o f  t h i s  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  w e r e  v i a b l e .  
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T r e a t m e n t  
F i g u r e  4 . 1 5  S o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  
L 4 2 8  p R T S -  1  - H A - b f l - 1  c l o n e s  w e r e  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  H A - B f l -  1  b y  
a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  1 0 0  %  e t h a n o l .  A t  2 4  h  p o s t  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  
v e h i c l e ,  t h e  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  o r  w i t h o u t  1 0  pM s o d i u m  a r s e n i t e  a n d  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  w a s  m o n i t o r e d  a t  0 - 4 8  h  t i r n e p o i n t s  p o s t  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  b y  
a d d i t i o n  o f  2 0  p l  o f  C e l l T i t e r  9 6  A q u e o u s  O n e  S o l u t i o n  t o  1 0 0  p l  o f  c e l l s  i n  c u l t u r e  
m e d i u m  ( i n  t r i p l i c a t e )  i n  9 6 - w e l l  p l a t e s .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7  " C 1 5  %  C O z  f o r  
4  h  a n d  a b s o r b a n c e  a t  4 9 5  n m  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  a  T e c a n  S a f f i r e  T I  9 6 - w e l l  p l a t e  
r e a d e r .  P r o l i f e r a t i o n  o f  s a m p l e s  w a s  r e l a t i v e  t o  s o d i u m  a r s e n i t e - t r e a t e d  s a m p l e s  
( a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 ) .  
F i g u r e  4 . 1 6  E f f e c t  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  
L 4 2 8  p R T S -  1 - H A - b f l - 1  c l o n e s  w e r e  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  H A - B f l -  1  b y  
a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  1 0 0  %  e t h a n o l .  A t  2 4  h  p o s t  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  
v e h i c l e ,  t h e  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  o r  w i t h o u t  1 0  p h 4  s o d i u m  a r s e n i t e  a n d  c e l l  
v i a b i l i t y / a p o p t o s i s  p r o f i l e  w a s  a n a l y s e d  a t  4 8  h  p o s t  t r e a t m e n t  b y  P V a n n e x i n .  V  s t a i n i n g  
a n d  s u b s e q u e n t  f l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s .  Q u a d r a n t  m a r k e r s  w e r e  b a s e d  o n  
s t a i n e d u n s t a i n e d  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t .  
C e l l s  i n  t h e  l o w e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  v i a b l e  c e l l s  ( P I ' I A n n e x i n  V ] ,  c e l l s  i n  t h e  l o w e r  r i g h t  
q u a d r a n t  a r e  e a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  ( P I - / A n n e x i n  V ' ) ,  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  r i g h t  q u a d r a n t  a r e  
l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s  ( ~ I ' I A n n e x i n  V ' )  a n d  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  n e c r o t i c  
c e l l s  ( P I ' I A n n e x i n  V - ) .  
F i g u r e  4 . 1 7  S o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1 ;  G F P  e x p r e s s i n g  
c e l l s  g a t e d  
L 4 2 8  p R T S - 1 - H A - b f l - I  c l o n e s  w e r e  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  H A - B f l - 1  b y  
a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  1 0 0  %  e t h a n o l .  A t  2 4  h  p o s t  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  
v e h l c l e ,  t h e  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  o r  w i t h o u t  1 0  ph4 s o d i u m  a r s e n i t e  a n d  c e l l  
v i a b i l i t y l a p o p t o s i s  p r o f i l e  w a s  a n a l y s e d  a t  4 8  h  p o s t  t r e a t m e n t  b y  P V a n n e x i n  V  s t a i n i n g  
a n d  s u b s e q u e n t  f l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s .  Q u a d r a n t  m a r k e r s  w e r e  b a s e d  o n  
s t a i n e d u n s t a i n e d  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t .  
C e l l s  i n  t h e  l o w e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  v i a b l e  c e l l s  ( P I - / A n n e x i n  V - ) ,  c e l l s  i n  t h e  l o w e r  r i g h t  
q u a d r a n t  a r e  e a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  ( P I - / A n n e x i n  v ' ) ,  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  r i g h t  q u a d r a n t  a r e  
l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s  ( P I ' I A n n e x i n  V ' )  a n d  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  n e c r o t i c  
c e l l s  ( P I ' I A n n e x i n  V - ) .  
F i g u r e  4 . 1 8  B A Y 1 1  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  
( A )  L A 2 8  p R T S - 1 - H A - b f l - I  c l o n e s  w e r e  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  H A - B f l - 1  
b y  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  1 0 0  %  e t h a n o l .  A t  2 4  h  p o s t  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  
v e h i c l e ,  t h e  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  o r  w i t h o u t  1 0  p M  B A Y 1  1  a n d  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  
m o n i t o r e d  a t  0 - 7 2  h  t i m e p o i n t s  p o s t  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  b y  a d d i t i o n  o f  2 0  p l  o f  
C e l l T i t e r  9 6  A q u e o u s  O n e  S o l u t i o n  t o  1 0 0  p l  o f  c e l l s  i n  c u l t u r e  m e d i u m  ( i n  t r i p l i c a t e )  i n  
9 6 - w e l l  p l a t e s .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7  " C 1 5  %  C O z  f o r  4  h  a n d  a b s o r b a n c e  a t  
4 9 5  n m  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  a  T e c a n  S a f f i r e  I 1  9 6 - w e l l  p l a t e  r e a d e r .  P r o l i f e r a t i o n  o f  
s a m p l e s  w a s  r e l a t i v e  t o  B A Y  1 1 - t r e a t e d  s a m p l e s  ( a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 ) .  ( B )  
R N A  w a s  e x t r a c t e d  a t  4 8  h  a n d  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  u s i n g  r a n d o m  p r i m e r s .  T h e  
i n d u c t i o n  o f  b j l - I  m R N A  w a s  m o n i t o r e d  i n  r e a l - t i m e  b y  d e t e c t i o n  o f  f l u o r e s c e n c e  
i n t e n s i t y  u s i n g  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  b j l - 1  a n d  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  
p r o b e  f o r  p - a c t i n  u s i n g  a n  A B I  P r i s m  7 5 0 0  S e q u e n c e  D e t e c t i o n  S y s t e m .  A f t e r  
n o r m a l i s a t i o n  f o r  p - a c t i n ,  R Q  l e v e l  o f  b J Z - I  m R N A  w a s  p l o t t e d  a  f u n c t i o n  o f  t h e  n o n -  
i n d u c e d  c o n t r o l  s a m p l e  ( a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 ) .  D a t a  a r e  m e a n  A S D ,  " P 1 0 . 0 1 .  
F i g u r e  4 . 1 9  E f f e c t  o f  B A Y l l  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  
L 4 2 8  p R T S - 1 - H A - b f l - 1  c l o n e s  w e r e  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  H A - B f l - 1  b y  
a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  1 0 0  %  e t h a n o l .  A t  2 4  h  p o s t  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  
v e h i c l e ,  t h e  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  o r  w i t h o u t  1 0  p M  B A Y l l  a n d  c e l l  
v i a b i l i t y / a p o p t o s i s  p r o f i l e  w a s  a n a l y s e d  a t  4 8  h  p o s t  t r e a t m e n t  b y  P V a n n e x i n  V  s t a i n i n g  
a n d  s u b s e q u e n t  f l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s .  Q u a d r a n t  m a r k e r s  w e r e  b a s e d  o n  
s t a i n e d u n s t a i n e d  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t .  
C e l l s  i n  t h e  l o w e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  v i a b l e  c e l l s  ( P I - / A n n e x i n  V - ) ,  c e l l s  i n  t h e  l o w e r  r i g h t  
q u a d r a n t  a r e  e a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  ( P I - / A n n e x i n  V ' ) ,  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  r i g h t  q u a d r a n t  a r e  
l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s  ( ~ 1 ' 1 A n n e x i n  v ' )  a n d  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  n e c r o t i c  
c e l l s  ( ~ I ' I A n n e x i n  V - ) .  
F i g u r e  4 . 2 0  B A Y l l  t r e a t m e n t  o f  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1 ;  G F P  e x p r e s s i n g  c e l l s  
g a t e d  
L 4 2 8  p R T S -  1 - H A - b f l - I  c l o n e s  w e r e  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  H A - B f l -  1  b y  
a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  1 0 0  %  e t h a n o l .  A t  2 4  h  p o s t  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  
v e h i c l e ,  t h e  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  o r  w i t h o u t  1 0  p M  B A Y l l  a n d  c e l l  
v i a b i l i t y / a p o p t o s i s  p r o f i l e  w a s  a n a l y s e d  a t  4 8  h  p o s t  t r e a t m e n t  b y  P I / a n n e x i n  V  s t a i n i n g  
a n d  s u b s e q u e n t  f l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s .  Q u a d r a n t  m a r k e r s  w e r e  b a s e d  o n  
s t a i n e d u n s t a i n e d  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t .  
C e l l s  i n  t h e  l o w e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  v i a b l e  c e l l s  ( P I - / A n n e x i n  V - ) ,  c e l l s  i n  t h e  l o w e r  r i g h t  
q u a d r a n t  a r e  e a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  ( P I - / A n n e x i n  V ' ) ,  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  r i g h t  q u a d r a n t  a r e  
l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s  ( P I ' I A n n e x i n  V t )  a n d  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  n e c r o t i c  
c e l l s  ( ~ I ' I A n n e x i n  V ' ) .  
I n  s u m m a r y ,  i n  c e l l s  i n d u c e d  t o  e x p r e s s  e x o g e n o u s  B f l - 1 ,  a p o p t o t i c  d e a t h  w a s  a l m o s t  
c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  a t  t h e  s a m e  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  i n  t h e  c o n t r o l s .  I n  t h i s  
d u a l  e x p r e s s i o n  s y s t e m ,  t h e  a m o u n t  o f  G F P  i n  a  g i v e n  c e l l  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  l e v e l  o f  
e x o g e n o u s  B f l - 1 ,  a n d  i t  i s  c l e a r l y  t o  b e  s e e n  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  t h a t  e v e n  t h o s e  c e l l s  
e x p r e s s i n g  t h e  l o w e s t  l e v e l s  o f  G F P  w e r e  r e s c u e d  f r o m  a p o p t o s i s  i n d u c e d  u s i n g  t h e  N F -  
K B  i n h i b i t o r s .  
I n  a  s i m i l a r  e x p e r i m e n t ,  L A 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  c e l l s  w e r e  e x p o s e d  t o  a n  a p o p t o t i c  
s t i m u l u s  b y  m e a n s  o f  s e r u m  d e p r i v a t i o n  t o  t e s t  i f  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  c o n f e r r e d  
p r o t e c t i o n  a g a i n s t  t h i s  c e l l u l a r  i n s u l t .  I n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  i n  
m e d i a  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0  % ,  5  % ,  1  %  a n d  0 . 1  %  s e r u m  c o n c e n t r a t i o n s .  V i a b l e  c e l l  
n u m b e r l p r o l i f e r a t i o n  w a s  m o n i t o r e d  o v e r  a  7 2  h  p e r i o d  b y  M T S  a s s a y  i n  o r d e r  t o  
d e t e r m i n e  t h e  a f f e c t  o f  o v e r e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  
1 . 6  -  p F K q  
1 . 4  -  
S e r u m  C o n c e n t r a t i o n  a n d  T i m e p o i n t  
J  
F i g u r e  4 . 2 1  E f f e c t  o f  s e r u m  d e p r i v a t i o n  o n  L 4 2 8 - p R T S - 1 - H A - b f l - 1  c e l l s .  
L 4 2 8  p R T S -  1 - H A - b f l - 1  c l o n e s  w e r e  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  H A - B f l -  1  b y  
a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  o r  1 0 0  %  e t h a n o l  a n d  p l a c e d  i n  m e d i a  w i t h  v a r i o u s  s e r u m  
1 5 4  
c o n c e n t r a t i o n s  ( 1 0  % ,  5  % ,  1  %  a n d  0 . 1  % ) .  C e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  m o n i t o r e d  a t  0 - 7 2  h  
t i m e p o i n t s  p o s t  a d d i t i o n  a f  t e t r a c y c l i n e  b y  a d d i t i o n  o f  2 0  f l  o f  C e l l T i t e r  9 6  A q u e o u s  
O n e  S o l u t i o n  t o  1 0 0  p l  o f  c e l l s  i n  c u l t u r e  m e d i u m  ( i n  t r i p l i c a t e )  i n  9 6 - w e l l  p l a t e s .  T h e  
p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7  " C J 5  %  C O z  f o r  4  h  a n d  a b s o r b a n c e  a t  4 9 5  n m  w a s  
m e a s u r e d  u s i n g  a  T e c a n  S i l f f i r e  1 1  9 6 - w e l l  p l a t e  r e a d e r .  P r o l i f e r a t i o n  o f  s a m p l e s  w a s  
r e l a t i v e  t o  u n i n d u c e d  s a m p l e s  m a i n t a i n e d  i n  1 0  %  s e r u m  ( a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  
1 ) .  
F i g u r e  4 . 1 4  d e m o n s t r a t e d  t h a t  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  d i d  n o t  i n t e r r u p t  o r  d r i v e  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  u n d e r  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .  H o w e v e r ,  i t  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g u r e  4 . 2 1  
t h a t  e c t o p i c  B f l - 1  e x p r e s s i o n  c o r r e s p o n d s  t o  i m p r o v e d  r e l a t i v e  p r o l i f e r a t i o n  ( - 1 . 3 - f o l d )  
c o m p a r e d  t o  c o n t r o l s  a t  l o w e r  s e r u m  c o n c e n t r a t i o n s  o f  1  a n d  0 . 1  %  s e r u m  a t  4 8  a n d  7 2  
h  p o s t  s e r u m  d e p r i v a t i o n .  N o  a l t e r a t i o n  i n  r e l a t i v e  p r o l i f e r a t i o n  w a s  o b s e r v e d  u n d e r  
n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  o f  1 0  %  s e r u m ,  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g s  i n  F i g u r e  
4 . 1 4 .  
4 . 3  D i s c u s s i o n  
A  m a j o r  c o n c e r n  a b o u t  t h e  u s e  o f  a n t i - N F - K B  a g e n t s  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  c a n c e r  c o m e s  
f r o m  t h e  h e t e r o g e n e o u s  N F - K B  f u n c t i o n  i n  c a n c e r  p r o g r e s s i o n  a n d  i n  t h e  a p o p t o t i c  
r e s p o n s e  t o  D N A - d a m a g i n g  a g e n t s .  T h e  N F - K B  p a t h w a y  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  n o r m a l  
f u n c t i o n i n g  o f  t h e  b o d y .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  t u r n o v e r  o f  t h e  o u t e r  l a y e r s  o f  s k i n  r e q u i r e s  
t h e  f u n c t i o n  o f  a  s p e c i f i c  u b i q u i t i n  l i g a s e  c o m p l e x ,  S C F P - T r C P ,  w h i c h  i s  a l s o  p a r t  o f  
t h e  t r a d i t i o n a l  a c t i v a t i o n  c a s c a d e  f o r  N F - K B  ( M a n i a t i s ,  1 9 9 9 ) .  I r o n i c a l l y ,  o n c o g e n e s i s  
c o u l d  b e  a  c o n s e q u e n c e  o f  i t s  i n h i b i t i o n .  C o m p l e t e  i n h i b i t i o n  o f  N F - K B  v i a  g e n e t i c  
k n o c k o u t  m a y  p r o d u c e  s e v e r e  t o x i c i t y  a s  e v i d e n c e d  f r o m  m i c e  s t u d i e s  u s i n g  d o m i n a n t -  
n e g a t i v e  R e 1  A ,  w h i c h  d i e  d u r i n g  e m b r y o g e n e s i s  d u e  t o  p a t h o l o g i c  a p o p t o s i s  o f  t h e  l i v e r  
( B e g  e t  a l . ,  1 9 9 5  a  a n d  b ) .  S p e c i f i c  t a r g e t i n g  o f  t h e  p h e n o t y p i c  e f f e c t o r  g e n e s  c o u l d  
t h e r e f o r e  p r o v e  m o r e  e f f e c t i v e  t h a n  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  t a r g e t i n g .  
A  n u m b e r  o f  r e c e n t  r e p o r t s  h a v e  s h o w n  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  N F - K B  w i t h  v a r i o u s  
c o m p o u n d s  l e a d s  t o  d e c r e a s e d  B f l - 1  e x p r e s s i o n  a n d  r e s u l t s  i n  d e c r e a s e d  r e s i s t a n c e  t o  
a p o p t o s i s  i n d u c e d  b y  c h e m o t o x i n s  a n d  c y t o l u n e s .  L e e  e t  a l . ,  ( 2 0 0 3 ) ,  i d e n t i f i e d  t w o  
s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  c o m p o u n d s ,  m a n a s s a n t i n  A  a n d  B  a s  s p e c i f i c  i n h i b i t o r s  o f  N F - K B  
a c t i v a t i o n  a n d  t r e a t m e n t  o f  H T -  1 0 8 0  c e l l s  w i t h  t h e s e  c o m p o u n d s  p r e v e n t e d  t h e  T N F - a -  
i n d u c e d  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1 1 A 1  a n d  s e n s i t i s e d  c e l l s  t o  T N F - a - i n d u c e d  c e l l  d e a t h .  T h e  
N F - K B  i n h i b i t o r ,  c e l a s t r o l ,  i n h i b i t e d  T N F - a - i n d u c e d  B f l - 1 I A l  e x p r e s s i o n ,  i n  L P S -  
s t i m u l a t e d  m a c r o p h a g e  R A W 2 6 4 . 7  c e l l s  ( L e e  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  
a g e n t ,  c u r c u m i n ,  w a s  f o u n d  t o  b e  a n  N F - K B  i n h i b i t o r  a n d  i n h i b i t e d  T N F - a - i n d u c e d  B f l -  
] / A 1  e x p r e s s i o n  i n  h u m a n  m y e l o i d  l e u k e m i a ,  U 9 3 7  c e l l s  ( A g g a r w a l  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
S h i s h o d i a  a n d  A g g a r w a l ,  ( 2 0 0 6 ) ,  r e p o r t e d  t h a t  N F - K B - d e p e n d e n t  r e p o r t e r  g e n e  
e x p r e s s i o n  w a s  a b r o g a t e d  b y  d i o s g e n i n ,  a  s t e r o i d a l  s a p o n i n  a n d  T N F - i n d u c e d  
e x p r e s s i o n  o f  N F - K B - r e g u l a t e d  g e n e  p r o d u c t s ,  i n c l u d i n g  B f l - 1 ,  w a s  i n h i b i t e d  b y  
d i o s g e n i n  t r e a t m e n t  o f  h u m a n  m y e l o i d  K B M - 5  c e l l s .  A l s o ,  p l u m b a g i n ,  a  p l a n t  
d e r i v a t i v e ,  s u p p r e s s e d  N F - K B  a c t i v a t i o n  a n d  N F - K B - r e g u l a t e d  g e n e  p r o d u c t s ,  i n c l u d i n g  
B f l - 1  a n d  l e a d  t o  p o t e n t i a t i o n  o f  a p o p t o s i s  i n d u c e d  b y  c y t o k i n e  a n d  c h e m o t h e r a p e u t i c  
a g e n t s  ( S a n d u r  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
E c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  h a s  b e e n  s h o w n  p r e v i o u s l y  t o  p r o t e c t  
m a l i g n a n t  c e l l s  f r o m  a p o p t o s i s .  A l a m  e t  a l . ,  ( 1 9 9 7 ) ,  d e m o n s t r a t e d  t h a t  o v e r e x p r e s s i o n  
o f  B c l - x L  o r  B c l - 2 ,  p r o t e c t e d  t h e  B L  c e l l  l i n e ,  R a m o s ,  f r o m  a p o p t o s i s  i n d u c t i o n  i n  
r e s p o n s e  t o  c a l c i u m  i o n o p h o r e ,  a n t i - I g  a n d  m a c r o m o l e c u l a r  s y n t h e s i s  i n h i b i t i o n .  
H o w e v e r ,  i n  c o n t r a s t  t o  B c l - 2  i n  t h a t  s t u d y ,  e c t o p i c  o v e r e x p r e s s i o n  o f  B c l - x L  d i d  n o t  
r e s c u e  R a m o s  c e l l s  f r o m  F a s - m e d i a t e d  a p o p t o s i s .  W a g n e r  e t  a l . ,  ( 1 9 9 3 ) ,  s h o w e d  t h a t  
B c l - 2  e f f e c t i v e l y  i n h i b i t e d  M y c - i n d u c e d  a p o p t o s i s  i n  s e r u m - d e p r i v e d  R a t  l a  f i b r o b l a s t s  
w i t h o u t  b l o c k i n g  e n t r y  i n t o  t h e  c e l l  c y c l e .  E l s e w h e r e ,  h i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  a n  
e x o g e n o u s  b c l - 2  g e n e ,  i n t r o d u c e d  i n t o  I L - 6 - d e p e n d e n t  B 9  m y e l o m a  c e l l s  v i a  r e t r o v i r a l  
o r  b o v i n e  p a p i l l o m a  v i r u s - b a s e d  v e c t o r s ,  w a s  s h o w n  t o  s u p p r e s s  a p o p t o t i c  d e a t h  
f o l l o w i n g  c y t o k i n e  d e p r i v a t i o n  ( S c h w a r z e  a n d  H a w l e y ,  1 9 9 5 ) .  
I n d e e d ,  i n f e c t i o n  o f  t h e  L 4 2 8  c e l l  l i n e  w i t h  a  r e c o m b i n a n t  a d e n o v i r a l  v e c t o r  e x p r e s s i n g  
t h e  s u p e r - r e p r e s s o r  I K B c l D N ,  w h i c h  i n h i b i t s  N F - K B  a c t i v a t i o n ,  i n d u c e d  a n  a p o p t o t i c  
r e s p o n s e  t h a t  w a s  r e s c u e d  b y  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B c l - x L  ( H i n z  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
I n  t h i s  s t u d y  t h e  e f f e c t  o f  N F - K B  i n h i b i t i o n  b y  t r e a t m e n t  w i t h  s o d i u m  a r s e n i t e  a n d  
B A Y  1 1  i n h i b i t o r s  o n  H / R S - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  a n d  t h e  c o n s e q u e n c e s  f o r  b f l - 1  e x p r e s s i o n  
w e r e  e x a m i n e d .  E v i d e n c e  i s  p r e s e n t e d  t h a t  b f l - 1  i s  a n  N F - K B  t a r g e t  g e n e  i n  H L  c e l l s  a n d  
t h a t  e x o g e n o u s  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  N F - K B  i n h i b i t o r s  c a n  r e s c u e  t h e s e  
c e l l s  f r o m  a p o p t o s i s .  
C H A P T E R  5  B f l - 1  d o w n r e g u l a t i o n  b y  
R N A i  
5 . 1  I n t r o d u c t i o n  
R N A  i n t e r f e r e n c e  ( R N A i )  i s  a  u b i q u i t o u s  m e c h a n i s m  i n  e u k a r y o t i c  c e l l s  t o  s u p p r e s s  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  g e n e s  t h a t  d e t e r m i n e  f u n d a m e n t a l  c e l l  f a t e  d e c i s i o n s  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  
s u r v i v a l  ( A b r a h a n t e  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  B r e n n e c k e  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  R e c e n t l y ,  R N A i  m e d i a t e d  b y  
s m a l l  i n t e r f e r i n g  R N A s  ( s i R N A )  h a s  e m e r g e d  a s  a  p o w e r f u l  t o o l  t o  t a r g e t  s p e c i f i c  
k n o c k d o w n  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  g e n e - f u n c t i o n  s t u d i e s .  T h e  d i s r u p t i o n  o f  g e n e  
e x p r e s s i o n  b y  R N A i  i n v o l v e s  s e q u e n c e - s p e c i f i c  d e g r a d a t i o n  o f  m R N A  i n d u c e d  b y  a  
d o u b l e - s t r a n d e d  R N A  h o m o l o g o u s  t o  t h e  t a r g e t  s e q u e n c e .  I t  w a s  r e a s o n e d  t h a t  t h i s  
s t r a t e g y  o f  k n o c k d o w n  w o u l d  b e  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r o l e  o f  b f l - I  m R N A  i n  H I R S  
c e l l  l i n e s .  
5 . 1 . 1  T h e  R N A i  p a t h w a y  
L o n g  d o u b l e - s t r a n d e d  R N A s  ( d s R N A s ;  t y p i c a l l y  > 2 0 0  n u c l e o t i d e s  [ n t ] )  c a n  b e  u s e d  t o  
s i l e n c e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t a r g e t  g e n e s .  U p o n  e n t r y  t o  t h e  c e l l ,  t h e  l o n g  d s R N A s  e n t e r  a  
c e l l u l a r  p a t h w a y  t h a t  i s  c o m m o n l y  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  R N A i  p a t h w a y  ( F i g u r e  5 . 1 ) .  F i r s t ,  
a n  R N a s e  1 1 1 - l i k e  e n z y m e  c a l l e d  D i c e r  p r o c e s s e s  t h e  d s R N A s ,  y i e l d i n g  2 1 -  t o  2 3 - b p  
R N A  f r a g m e n t s  w i t h  2 - n t  3 '  o v e r h a n g s  ( B e r n s t e i n  e t  a l . ,  2 0 0 1 a  a n d  b ) ,  w h i c h  h a v e  
s y m m e t r i c  2 - 3  n t  3 '  o v e r h a n g s  a n d  5 '  p h o s p h a t e  a n d  3 '  h y d r o x y l  g r o u p s  ( T u s c h l  e t  a l . ,  
1 9 9 9 ) .  T h e s e  R N A  d u p l e x e s ,  r e f e r r e d  t o  a s  s i R N A ,  a s s o c i a t e  w i t h  a  m u l t i p r o t e i n  R N A -  
i n d u c i n g  s i l e n c i n g  c o m p l e x  ( R I S C ) ,  g u i d i n g  R I S C  t o  a  h o m o l o g o u s  t a r g e t  m R N A  a n d  
t r i g g e r i n g  i t s  e n d o n u c l e o l y t i c  c l e a v a g e  b y  S l i c e r  ( A r g o n a u t e - 2 ,  A g o - 2 ) ,  a n  e n z y m e  
r e s i d i n g  w i t h i n  t h e  R I S C  c o m p l e x .  T h e  e n d  r e s u l t  i s  t h e  c l e a v a g e  a n d  d e g r a d a t i o n  b y  
c e l l u l a r  e x o n u c l e a s e s  o f  c o g n a t e  R N A  r e s u l t i n g  i n  s h u t d o w n  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  a  
s e q u e n c e - s p e c i f i c  m a n n e r .  
I n  m a m m a l i a n  c e l l s ,  i n t r o d u c t i o n  o f  l o n g  d s R N A  ( > 3 0  n t )  i n i t i a t e s  a  p o t e n t  a n t i v i r a l  
r e s p o n s e ,  e x e m p l i f i e d  b y  n o n - s p e c i f i c  i n h i b i t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  R N A  
d e g r a d a t i o n .  A s  a  c o n s e q u e n c e ,  i n  e u k a r y o t e s  l o n g  d s R N A  i s  n o t  u s e f u l  f o r  s e q u e n c e -  
s p e c i f i c  s i l e n c i n g  o f  t a r g e t  g e n e  e x p r e s s i o n .  T h e  m a m m a l i a n  a n t i v i r a l  r e s p o n s e  c a n  b e  
b y p a s s e d ,  h o w e v e r ,  b y  t h e  i n t r o d u c t i o n  o r  e x p r e s s i o n  o f  s i R N A s  ( - 2 1  n t  i n  l e n g t h ) .  
T h e s e  2 1 - m e r  s i R N A  m o l e c u l e s  w e r e  s h o r t  e n o u g h  t o  b y p a s s  m e c h a n i s m s  t h a t  l e a d  t o  a  
g e n e r a l  s h u t d o w n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  d u e  t o  l o n g  d o u b l e - s t r a n d  R N A  r e c o g n i t i o n  y e t  
s u f f i c i e n t  t o  d i r e c t  R I S C  ( c o n t a i n i n g  t h e  R N A  e n d o n u c l e a s e  A g o 2 )  t o  c l e a v e  t a r g e t  
m R N A  b e a r i n g  a  c o m p l e m e n t a r y  s e q u e n c e  ( F i g u r e  5 . 1 ) .  
s l R N A - m e d i a t e d  t a r g e t  r e c o g n i t i o n  
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F i g u r e  5 . 1  T h r e e  w a y s  t o  t r i g g e r  t h e  R N A i  p a t h w a y .  
I n  m a m m a l i a n  s y s t e m s ,  R N A i  c a n  b e  t r i g g e r e d  b y  s y n t h e t i c  s i R N A  m o l e c u l e s .  T h e  
m e c h a n i s m  o f  a c t i v a t i o n  o f  R I S C  b y  j o i n i n g  o f  s i R N A ,  u n w i n d i n g  a n d  r e m o v a l  o f  s e n s e  
s t r a n d  o f  t h e  s i R M A  i s  s h o w n .  C l e n e  s i l e n c i n g  r e s u l t s  i n  t h e  d e s t r u c t i o n  o f  m R N A  t h a t  i s  
c o m p l e m e n t a r y  t o  t h e  i n p u t  s i R N A .  A d a p t e d  f r o m  w w w . c e l l s i g n a l . c o m .  
5 . 1 . 2  S u m m a r y  o f  R e s u l t s  
T o  f u l l y  e l u c i d a t e  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  b f l - 1  g e n e  e x p r e s s i o n  t o  t h e  s u r v i v a l / p e r s i s t e n c e  o f  
t h e  m a l i g n a n t  W R S  c e l l ,  a  s t r a t e g y  w a s  c h o s e n  t o  d i r e c t l y  t a r g e t  t h e  b f l - 1  m R N A  
t r a n s c r i p t s  f o r  d e g r a d a t i o n .  F o r  t h i s  p u r p o s e  t h e  c o m m o n  t e c h n i q u e  o f  d o w n r e g u l a t i o n  
u s i n g  b f l - 1 - s p e c i f i c  s i R N A s  w a s  e m p l o y e d  i n  t h i s  c e l l  c o n t e x t  t o  m o n i t o r  t h e  e f f e c t s  o f  
b f l - I  d o w n r e g u l a t i o n  o n  c e l l  p h e n o t y p e ,  p r o l i f e r a t i o n ,  a p o p t o t i c  t h r e s h o l d  a n d  r e l e v a n t  
m a l i g n a n t  p r o p e r t i e s .  A  m a j o r  b o t t l e n e c k  i n  a c h i e v i n g  R N A i  i n  t h i s  s t u d y  w a s  t h e  
d e l i v e l y  o f  t h e s e  m o l e c u l e s  t o  t h e  d e s i r e d  c e l l s .  A  v a r i e t y  o f  s t r a t e g i e s  w e r e  u s e d  t o  
d e l i v e r  s i R N A s  t o  c e l l s .  E f f i c i e n t  d e l i v e r y  w a s  e v e n t u a l l y  a c h i e v e d  b y  n u c l e o f e c t i o n  
a n d  t h e  p h e n o t y p i c  e f f e c t  o f  k n o c k d o w n  w a s  s u b s e q u e n t l y  e v a l u a t e d .  K n o c k d o w n  o f  
b f l - 1  m R N A  d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e  t h e  a p o p t o t i c  t h r e s h o l d  o f  L 4 2 8  c e l l s  d u r i n g  
s e r u m  d e p r i v a t i o n .  H o w e v e r ,  d o w n r e g u l a t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  c o r r e l a t e d  w i t h  a n  
i n c r e a s e  i n  a p o p t o s i s  u p o n  t r e a t m e n t  w i t h  t h e  c h e m o t o x i c  a g e n t s ,  s o d i u m  a r s e n i t e  a n d  
B A Y  1 1  i m p l y i n g  a  c r u c i a l  r o l e  f o r  B f l - 1  i n  s e t t i n g  t h e  e l e v a t e d  t h r e s h o l d  o f  r e s i s t a n c e  
o f  t h e s e  m a l i g n a n t  c e l l s .  
5 . 2  R e s u l t s  
s i R N A s  m u s t  b e  e f f i c i e n t l y  d e l i v e r e d  i n t o  t h e  c y t o p l a s m  o f  c e l l s ,  t h e  s i t e  o f  p r e c u r s o r  
R N A  p r o c e s s i n g  b y  t h e  e n z y m e  D i c e r  a n d  u p t a k e  o f  t h e  s i R N A  g u i d e  s t r a n d  i n t o  R I S C  
( H u t v a g n e r  a n d  Z a m o r e ,  2 0 0 2 ) .  R N A s  d o  n o t  r e a d i l y  c r o s s  t h e  c e l l  m e m b r a n e  o n  t h e i r  
o w n  b e c a u s e  o f  t h e i r  l a r g e  m o l e c u l a r  m a s s  a n d  t h e i r  h i g h  n e g a t i v e  c h a r g e .  E f f i c i e n c y  o f  
R N A i  v a r i e s  b e t w e e n  c e l l  t y p e s  a n d  c o n d i t i o n s  m u s t  b e  o p t i m i s e d  e m p i r i c a l l y .  T h e  
m a i n  c h a l l e n g e s  i n  t h i s  c h a p t e r  w e r e  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  e f f i c i e n t  s i R N A s  d i r e c t e d  
a g a i n s t  b f l - I  r n R N A  t h a t  l e d  t o  a  s h u t d o w n  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  a  s e q u e n c e - s p e c i f i c  
m a n n e r  a n d  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a n  e f f i c i e n t  m e t h o d  o f  n u c l e i c  a c i d  d e l i v e r y  t o  f a c i l i t a t e  
R I S C - s i R N A  c o m p l e x  t a r g e t i n g  o f  c o m p l e m e n t a r y  m R N A .  
5 . 2 . 1  A n a l y s i s  o f  b f l - 1  - s p e c i f i c  s i R N A s  
I n  o r d e r  t o  t e s t  t h e  a f f e c t  o f  k n o c k d o w n  o f  b f l - 1  r n R N A ,  t h r e e  i n d e p e n d e n t  a n t i - b f l - 1  
s p e c i f i c  s i R N A s  ( T a b l e  5 - 1 )  w e r e  p u r c h a s e d  ( A m b i o n )  a n d  t e s t e d  f o r  e f f i c a c y  o f  
k n o c k d o w n  f o l l o w i n g  t r a n s f e c t i o n .  T h e  s i R N A s  w e r e  s e l e c t e d  b a s e d  o n  t h e  T u s c h l  a n d  
c o - w o r k e r s '  d e s i g n  g u i d e l i n e s  ( E l b a s h i r  e t  a l . ,  2 0 0 2 )  a n d  s e v e r a l  o t h e r  c r i t e r i a  i n c l u d i n g  
s p e c i f i c i t y  a n d  p o s i t i o n  o f  s i R N A  w i t h i n  t h e  t r a n s c r i p t .  T h e  a n t i - b f l - 1  s p e c i f i c  s i R N A s  
w e r e  p r e - d e s i g n e d  b u t  n o t  p r e v i o u s l y  v a l i d a t e d .  
T a b l e  5 - 1  b j Z - 1  s p e c i f i c  s i R N A  s p e c i f i c a t i o n s  
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5 . 2 . 2  E f f i c i e n c y  o f  d e l i v e r y  o f  s i R N A  
T h e  g l y c e r a l d e h y d e s - 3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( g a p d h )  g e n e  i s  w i d e l y  r e c o g n i s e d  a s  
a n  i d e a l  t a r g e t  f o r  p o s i t i v e  c o n t r o l  s i R N A s  a s  G A P D H  i s  e x p r e s s e d  u b i q u i t o u s l y  i n  
v i r t u a l l y  a l l  m a m m a l i a n  c e l l s .  I n  t h i s  s t u d y  g a p d h  p o s i t i v e  c o n t r o l  s i R N A  w a s  u s e d  t o  
o p t i m i s e  t r a n s f e c t i o n  e f f i c i e n c y  a n d  t o  i d e n t i f y  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  m a x i m u m  k n o c k d o w n  
o f  g a p d h  m R N A .  S i l e n c e d  e x p e r i m e n t a l  s a m p l e s  w e r e  c o m p a r e d  w i t h  c e l l s  t r a n s f e c t e d  
w i t h  a  n o n - t a r g e t i n g ,  n e g a t i v e  c o n t r o l  s i R N A  r a t h e r  t h a n  t o  n o n - t r a n s f e c t e d  c e l l  
s a m p l e s .  T h e  u s e  o f  n e g a t i v e  c o n t r o l  s l R N A  e l i m i n a t e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  p h e n o t y p i c  
e f f e c t s  o b s e r v e d  u p o n  k n o c k d o w n  w e r e  d u e  t o  a n  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  s i R N A  
t r a n s f e c t i o n .  
I n i t i a l l y ,  t h e  W R S  c e l l  l i n e ,  L 4 2 8 ,  w a s  t r a n s f e c t e d  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  ( S e c t i o n  2 . 4 . 6 . 1 )  
w i t h  t h e  a n t i - b J 1 - 1  s i R N A s  d e s c r i b e d  i n  T a b l e  5 - 1 ,  a  n o n - t a r g e t i n g  s i R N A  a n d  a  p r e -  
v a l i d a t e d  a n t i - g a p d h  s i R N A .  T r a n s f e c t e d  c e l l s  w e r e  a n a l y s e d  b y  r e a l t i m e  q P C R  f o r  b j l -  
1 ,  g a p d h  a n d  / 3 - n c t i n  ( e n d o g e n o u s  c o n t r o l )  l e v e l s  a t  4 8  h  p o s t  t r a n s f e c t i o n  ( F i g u r e  5 . 2 ) .  
N o  k n o c k d o w n  w a s  o b s e r v e d  u p o n  t r a n s f e c t i o n  o f  L 4 2 8  c e l l s  w i t h  a n t i - b f l - 1  s p e c i f i c  
s i R N A s  ( F i g u r e  5 . 2 A )  o r  u s i n g  p r e - v a l i d a t e d  a n t i - g a p d h  s i R N A  a s  c o m p a r e d  t o  n o n -  
t a r g e t i n g  s i R N A  ( F i g u r e  5 . 2 B ) .  T h i s  e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d  w i t h  v a r y i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  s i R N A  ( 0 . 1  -  4 0 0  n M )  b u t  y i e l d e d  s i m i l a r  r e s u l t s  t o  t h o s e  o b s e r v e d  i n  
F i g u r e  5 . 2  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  E l e c t r o p o r a t i o n  p a r a m e t e r s  [ v o l t a g e  c o n d i t i o n s  ( 2 0 0  -  2 5 0  
V ) ,  v o l u m e  a n d  s o l v e n t  i n  
w h i c h  c e l l s  w e r e  e l e c t r o p o r a t e d  ( 2 0 0  -  3 0 0  p l  a n d  
s u p p l e m e n t e d  s e r u r n / s e r u m - f r e e  m e d i a / s i P O R T  e l e c t r o p o r a t i o n  b u f f e r ) ]  w e r e  a l s o  
v a r i e d  b u t  c e l l s  r e m a i n e d  r e f r a c t o r y  t o  s i R N A  u p t a k e  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  a s  t h e  p o s i t i v e  
c o n t r o l  p r e - v a l i d a t e d  a n t i - g a p d h  s i R N A  f a i l e d  t o  k n o c k d o w n  g a p d h  m R N A  l e v e l s  a s  
e x p e c t e d  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  
N e x t ,  l i p i d - m e d i a t e d  t r a n s f e c t i o n  u s i n g  t h e  R i b o j u i c e  r e a g e n t  ( N o v a g e n )  w a s  u s e d  i n  a n  
a t t e m p t  t o  e f f i c i e n t l y  d e l i v e r  s i R N A  t o  L A 2 8  c e l l s .  A g a i n ,  t h e  e x t e n t  o f  m R N A  
d e g r a d a t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  r e a l t i m e  q P C R  f o l l o w i n g  t r a n s f e c t i o n  w i t h  a n t i - b j l - 1  
s i R N A s  ( F i g u r e  5 . 3 A )  a n d  a n t i - g a p d l z  s i R N A  ( F i g u r e  5 . 3 B )  a s  c o m p a r e d  t o  n o n -  
t a r g e t i n g  s i R N A .  A  d e g r e e  o f  e f f i c i e n c y  o f  k n o c k d o w n  w a s  o b s e r v e d  u s i n g  t h i s  r e a g e n t  
w i t h  a n t i - D f l - 1  s i R N A s ,  a s  s e e n  i n  F i g u r e  5 . 3 A  ( - 4 0  % ;  a n t i - b f l - I  # 8 1 )  a n d  w i t h  a n t i -  
g a p d l z  s i R N A ,  a s  s e e n  i n  F i g u r e  5 . 3 B  ( - 3 0  % ) .  T r a n s f e c t i o n  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  t h e  t o t a l  
s i R N A  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  s i R N A : l i p i d  r a t i o  a n d  t h e  d u r a t i o n  o f  t r a n s f e c t i o n  w e r e  
m o d i f i e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  i m p r o v e  k n o c k d o w n  e f f i c a c y  b u t  n o  a m e l i o r a t i o n  w a s  
a c h i e v e d .  
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N C  s i R N A  A n t i  b f l - 1  A n t i  b f l - 1  A n t i  b f l - 1  A n t i  g a p d h  
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N C  s i R N A  A n t i  g a p d h  s i R N A  
F i g u r e  5 . 2  T r a n s f e c t i o n  o f  s i R N A  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  
L 4 2 8  c e l l s  w e r e  t r a n s f e c t e d  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  w i t h  ( A )  4 0  n M  a n t i - b f l - 1  s i R N A  # 8 0 ,  
# 8 1  o r  # 8 2  a n d  ( B )  4 0  n M  o f  a n t i - g a p d h  s i R N A  o r  n e g a t i v e  c o n t r o l  n o n - t a r g e t i n g  
s i R N A .  R N A  w a s  e x t r a c t e d  a t  4 8  h  u s i n g  t h e  R N e a s y  m i n i  k i t  ( Q i a g e n ) .  I s o l a t e d  R N A  
w a s  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  u s i n g  r a n d o m  p r i m e r s  a n d  a m p l i f i c a t i o n  o f  D N A  w a s  m o n i t o r e d  
i n  r e a l - t i m e  b y  d e t e c t i o n  o f  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  u s i n g  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  
f o r  b j l - I  o r  g a p d h  a n d  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  p - a c t i n .  F l u o r e s c e n t  s i g n a l s  
w e r e  d e t e c t e d  u s i n g  a n  A B I  P r i s m  7 5 0 0  S e q u e n c e  D e t e c t i o n  S y s t e m .  A f t e r  
n o r m a l i s a t i o n  f o r  p - a c t i n ,  r e l a t i v e  q u a n t i f i c a t i o n  ( R Q )  l e v e l  o f  b f l - 1  o r  g a p d h  m R N A  
w a s  p l o t t e d  a s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  c o n t r o l  ( N C ;  a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 ) .  
N C  s i R N A  A n t i  b f l - 1  A n t i  b f l - 1  A n t i  b f l - 1  A n t i  g a p d h  
s i R N A  # 8 0  s i R N A  # 8 1  s i R N A  # 8 2  s i R N A  
N C  s i R N A  A n t i  g a p d h  s i R N A  
F i g u r e  5 . 3  T r a n s f e c t i o n  o f  s i R N A  u s i n g  R i b o j u i c e  t r a n s f e c t i o n  r e a g e n t  
L 4 2 8  c e l l s  w e r e  t r a n s f e c t e d  u s i n g  R i b o j u i c e  w i t h  ( A )  4 0  n M  a n t i - b f l - 1  s i R N A  # 8 0 ,  # 8 1  
o r  # 8 2  a n d  ( B )  4 0  n M  o f  a n t i - g a p d h  s i R N A  o r  n e g a t i v e  c o n t r o l  n o n - t a r g e t i n g  s i R N A .  
R N A  w a s  e x t r a c t e d  a t  4 8  h  u s i n g  t h e  R N e a s y  m i n i  k i t  ( Q i a g e n ) .  I s o l a t e d  R N A  w a s  
r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  u s i n g  r a n d o m  p r i m e r s  a n d  a m p l i f i c a t i o n  o f  D N A  w a s  m o n i t o r e d  i n  
r e a l - t i m e  b y  d e t e c t i o n  o f  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  u s i n g  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  
b f l - I  o r  g a p d h  a n d  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  p - a c t i n .  F l u o r e s c e n t  s i g n a l s  w e r e  
d e t e c t e d  u s i n g  a n  A B I  P r i s m  7 5 0 0  S e q u e n c e  D e t e c t i o n  S y s t e m .  A f t e r  n o r m a l i s a t i o n  f o r  
b - a c t i n ,  r e l a t i v e  q u a n t i f i c a t i o n  ( R Q )  l e v e l  o f  b j l - 1  o r  g a p d h  m R N A  w a s  p l o t t e d  a s  a  
f u n c t i o n  o f  t h e  c o n t r o l  ( N C ;  a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 ) .  
T h e  l e v e l  o f  k n o c k d o w n  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  R i b o j u i c e  t r a n s f e c t i o n  a g e n t  w a s  n o t  
s u f f i c i e n t  g i v e n  t h e  a n t i c i p a t i o n  o f  t h e  p r e - v a l i d a t e d  9 0  %  k n o c k d o w n  a s s o c i a t e d  w i t h  
t h e  a n t i - g a p d h  s i R N A .  R e a l i s i n g  a n  e f f i c i e n t  d e l i v e r y  m e t h o d  f o r  t h e  s i R N A  m o l e c u l e s  
w a s ,  t h e r e f o r e ,  t h e  s u b j e c t  o f  f u r t h e r  e x p e r i m e n t a t i o n .  
A  m o d i f i e d  e l e c t r o p o r a t i o n  t e c h n i q u e  k n o w n  a s  n u c l e o f e c t i o n  ( S e c t i o n  2 . 4 . 6 . 2 ) ,  w h i c h  
b e n e f i t e d  f r o m  c e l l  l i n e - s p e c i f i c  e l e c t r o p o r a t i o n  p a r a m e t e r s  i n  t a n d e m  w i t h  a  c e l l  l i n e -  
s p e c i f i c  b u f f e r ,  w a s  n e x t  e m p l o y e d  w i t h  t h e  p r e - v a l i d a t e d  a n t i - g a p d h  s i R N A  t o  
d e t e r m i n e  e f f i c i e n c y  o f  s i R N A  t r a n s f e c t i o n .  E x p r e s s i o n  o f  g a p d h  m R N A  i n  L 4 2 8  c e l l s  
a s  e v a l u a t e d  b y  r e a l t i m e  q P C R  w a s  r e d u c e d  b y  - 9 0  %  a n d  - 7 5  %  a t  1 2  a n d  2 4  h  p o s t  
n u c l e o f e c t i o n  r e s p e c t i v e l y  r e l a t i v e  t o  a  n e g a t i v e  c o n t r o l  s i R N A  t r a n s f e c t i o n  a s  s e e n  i n  
F i g u r e  5 . 4 .  I n  a  p a r a l l e l  e x p e r i m e n t ,  n u c l e o f e c t i o n  w i t h  t h e  G F P - r e p o r t e r  p l a s m i d ,  
p m a x G F P  r e v e a l e d  a  t r a n s f e c t i o n  e f f i c i e n c y  o f  8 0  %  w h e n  t r a n s f e c t e d  c e l l s  w e r e  
a n a l y s e d  f o r  G F P  e x p r e s s i o n  b y  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y  ( d a t a  n o t  s h o w n ) ,  i n d i c a t i n g  
t h e  e f f i c a c y  o f  k n o c k d o w n  s e e n  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  u s i n g  a n t i - g a p d h  s i R N A  w a s  
p r i m a r i l y  d u e  t o  e f f i c i e n t  d e l i v e r y .  
F i g u r e  5 . 4  T r a n s f e c t i o n  o f  s i R N A  b y  n u c l e o f e c t i o n  
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L 4 2 8  c e l l s  w e r e  n u c l e o f e c t e d  w i t h  3 0  n M  o f  a n t i - g a p d l z  s i R N A  o r  n e g a t i v e  c o n t r o l  
s c r a m b l e d  s i R N A .  R N A  w a s  e x t r a c t e d  a t  1 2  o r  2 4  h  p o s t  n u c l e o f e c t i o n  u s i n g  t h e  
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N C  s i R N A  A n t i  g a p d h  s i R N A  
R N e a s y  m i n i  k i t  ( Q i a g e n ) .  I s o l a t e d  R N A  w a s  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  u s i n g  r a n d o m  p r i m e r s  
a n d  a m p l i f i c a t i o n  o f  D N A  w a s  m o n i t o r e d  i n  r e a l - t i m e  b y  d e t e c t i o n  o f  f l u o r e s c e n c e  
i n t e n s i t y  u s i n g  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  g a p d h  a n d  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  
p r o b e  f o r  p - a c t i n .  F l u o r e s c e n t  s i g n a l s  w e r e  d e t e c t e d  u s i n g  a n  A B I  P r i s m  7 5 0 0  S e q u e n c e  
D e t e c t i o n  S y s t e m .  A f t e r  n o r m a l i s a t i o n  f o r  p - a c t i n ,  r e l a t i v e  q u a n t i f i c a t i o n  ( R Q )  l e v e l  o f  
g a p d h  m R N A  w a s  p l o t t e d  a s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  c o n t r o l  ( N C ;  a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  
o f  1 ) .  
T r a n s f e c t i o n  o f  a n t i - b J I - 1  s i R N A s  b y  n u c l e o f e c t i o n  w a s  n e x t  a t t e m p t e d  a n d  r e s u l t e d  i n  a  
9 0  %  k n o c k o u t  o f  b f l - 1  m R N A  u s i n g  t h e  a n t i - b f l - 1  s i R N A  d e s i g n a t e d  # 8 1  a n d  a  4 0  %  
k n o c k o u t  o f  b f l - 1  s i R N A  u s i n g  t h e  a n t i - b f l - 1  s i R N A  d e s i g n a t e d  # 8 0  r e l a t i v e  t o  a  
n e g a t i v e  c o n t r o l  s i R N A  t r a n s f e c t i o n  a t  1 2  h  i n  L 4 2 8  ( F i g u r e  5 . 5 ) .  N o  r e d u c t i o n  i n  b f l - 1  
m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  d e t e c t e d  i n  L 4 2 8  u s i n g  t h e  a n t i - b f l - 1  s i R N A  d e s i g n a t e d  # 8 2 .  
F i g u r e  5 . 5  K n o c k d o w n  o f  b j l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  b y  n u c l e o f e c t i o n  o f  s i R N A  
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L 4 2 8  c e l l s  w e r e  n u c l e o f e c t e d  w i t h  3 0  n M  a n t i - b j 2 - 1  s i R N A  o r  n e g a t i v e  c o n t r o l  
s c r a m b l e d  s i R N A .  R N A  w a s  e x t r a c t e d  a t  1 2  h  u s i n g  t h e  R N e a s y  m i n i  k i t  ( Q i a g e n ) .  
I s o l a t e d  R N A  w a s  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  u s i n g  r a n d o m  p r i m e r s  a n d  a m p l i f i c a t i o n  o f  D N A  
w a s  m o n i t o r e d  i n  r e a l - t i m e  b y  d e t e c t i o n  o f  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  u s i n g  a  F A M - l a b e l e d  
T a q M a n  p r o b e  f o r  b f l - 1  a n d  a  F A M - l a b e l e d  T a q M a n  p r o b e  f o r  p - a c t i n .  F l u o r e s c e n t  
s i g n a l s  w e r e  d e t e c t e d  u s i n g  a n  A B I  P r i s m  7 5 0 0  S e q u e n c e  D e t e c t i o n  S y s t e m .  A f t e r  
n o r m a l i s a t i o n  f o r  p - a c t i n ,  r e l a t i v e  q u a n t i f i c a t i o n  ( R Q )  l e v e l  o f  b f l - 1  m R N A  w a s  p l o t t e d  
a s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  c o n t r o l  ( N C ;  a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 ) .  D a t a  a r e  m e a n  + S D ,  
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N C  s i R N A  A n t i  b f l - 1  s i R N A  A n t i  b f l - 1  s i R N A  A n t i  b f l - 1  s i R N A  
# 8 0  # 8  1  # 8 2  
5 . 2 . 3  E f f e c t  o f  a n t i - b f l - 1  s i R N A  o n  c e l l  v i a b i l i t y  
I t  w a s  i m p o r t a n t  t o  d e t e r m i n e  t h e  i m p a c t  o f  s i R N A  n u c l e o f e c t i o n  o n  c e l l  v i a b i l i t y  t o  
e v a l u a t e  t h e  t o x i c i t y  o f  t h e s e  m o l e c u l e s .  L 4 2 8  c e l l s  w e r e  n u c l e o f e c t e d  w i t h  a n t i - b J Z - 1  
a n d  n o n - t a r g e t i n g  s i R N A s  a n d  c e l l  v i a b i l i t y  w a s  m e a s u r e d  a t  7 2  h  p o s t - n u c l e o f e c t i o n  b y  
M T S  a s s a y  ( S e c t i o n  2 . 4 . 8 )  a n d  p l o t t e d  a s  a  f u n c t i o n  o f  n o n - n u c l e o f e c t e d  c e l l s  ( F i g u r e  
5 . 6 ) .  N u c l e o f e c t i o n  o f  L 4 2 8  c e l l s  r e s u l t e d  i n  - 2 5  %  r e d u c t i o n  i n  c e l l  v i a b i l i t y  r e l a t i v e  t o  
n o n - n u c l e o f e c t e d  c o n t r o l .  N o  d e c r e a s e  i n  c e l l  v i a b i l i t y  g r e a t e r  t h a n  t h a t  i n d u c e d  b y  
n u c l e o f e c t i o n  a l o n e  w a s  o b s e r v e d  w h e n  L 4 2 8  c e l l s  w e r e  n u c l e o f e c t e d  w i t h  a n t i - b f Z - 1  o r  
n o n - t a r g e t i n g  s i R N A s .  
F i g u r e  5 . 6  C e l l  v i a b i l i t y  p o s t  n u c l e o f e c t i o n  o f  s i R N A  
L 4 2 8  c e l l s  w e r e  n u c l e o f e c t e d  w i t h  p m a x  G F P ,  3 0  n M  o f  a n t i - b f l - 1  s i R N A ,  3 0  n M  o f  
n e g a t i v e  c o n t r o l  ( N C )  s c r a m b l e d  s i R N A  o r  n o  D N A I R N A .  A  r e p l i c a t e  s a m p l e  w a s  a l s o  
i n c u b a t e d  w i t h  D N A  b u t  n o t  n u c l e o f e c t e d .  C e l l  v i a b i l i t y  w a s  m o n i t o r e d  a t  7 2  h  p o s t  
n u c l e o f e c t i o n  b y  a d d i t i o n  o f  2 0  p l  o f  C e l l T i t e r  9 6  A q u e o u s  O n e  S o l u t i o n  t o  1 0 0  p l  o f  
c e l l s  i n  c u l t u r e  m e d i u m  ( i n  t r i p l i c a t e )  i n  9 6 - w e l l  p l a t e s .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7  
" C / 5  %  C 0 2  f o r  4  h  a n d  a b s o r b a n c e  a t  4 9 5  n m  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  a  T e c a n  S a f f i r e  I 1  
9 6 - w e l l  p l a t e  r e a d e r .  C e l l  v i a b i l i t y  w a s  r e l a t i v e  t o  ' n o  n u c l e o f e c t i o n '  s a m p l e  ( a r b i t r a r i l y  
a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 0 0  % ) .  
T r e a t m e n t  w i t h  a n t i - b f l - 1  s i R N A  d i d  n o t  d i r e c t l y  i m p a c t  c e l l  v i a b i l i t y  s o  l o s s  o f  m R N A  
e x p r e s s i o n  o f  t h i s  a n t i - a p o p t o t i c  g e n e  w a s  n o t  d e t r i m e n t a l  t o  t h e  c e l l  i n  n o r m a l  
p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .  T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  k n o c k d o w n  o f  b f l - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  
i n  c o n d i t i o n s  o f  p h y s i o l o g i c a l  s t r e s s  c o u l d  d e c r e a s e  t h e  a p o p t o t i c  t h r e s h o l d  o f  W R S  
c e l l s ,  L 4 2 8  c e l l s  w e r e  n u c l e o f e c t e d  w i t h  a n t i - b f l - 1  a n d  n o n - t a r g e t i n g  s i R N A s  a n d  
s u b j e c t e d  t o  d e g r e e s  o f  s e r u m  d e p r i v a t i o n  ( 1 0  % ;  n o r m a l  a n d  l o w - s e r u m  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  1  %  a n d  0 . 1  %  s e r u m ) .  T h e  c e l l  v i a b i l i t y l a p o p t o s i s  p r o f i l e  w a s  e v a l u a t e d  b y  f l o w  
c y t o m e t r i c  a n a l y s i s  o f  a n n e x i n  V l p r o p i d i u m  i o d i d e  s t a i n e d  c e l l s .  
1 0  %  S e r u m  1  %  S e r u m  0 . 1  %  S e m m  
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F i g u r e  5 . 7  E f f e c t  o f  s e r u m  d e p r i v a t i o n  o n  a n t i - b f l - 1  s i R N A - t r e a t e d  L 4 2 8  c e l l s .  
L 4 2 8  c e l l s  w e r e  n u c l e o f e c t e d  w i t h  a n t i - b f l - 1  s i R N A  o r  n e g a t i v e  c o n t r o l  n o n - t a r g e t i n g  
s i R N A  a n d  p l a c e d  i n  m e d i a  w i t h  v a r i o u s  s e r u m  c o n c e n t r a t i o n s  ( 1 0  % ,  1  %  a n d  0 . 1  % ) .  
T h e  c e l l  v i a b i l i t y l a p o p t o s i s  p r o f i l e  w a s  a n a l y s e d  a t  4 8  h  p o s t  t r e a t m e n t  b y  P I I a n n e x i n  V  
s t a i n i n g  a n d  s u b s e q u e n t  f l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s .  Q u a d r a n t  m a r k e r s  w e r e  b a s e d  o n  
s t a i n e d l u n s t a i n e d  c o n t r o l s  a n d  v a l u e s  r e f l e c t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  q u a d r a n t .  
C e l l s  i n  t h e  l o w e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  v i a b l e  c e l l s  ( P I - I A n n e x i n  V - ) ,  c e l l s  i n  t h e  l o w e r  r i g h t  
q u a d r a n t  a r e  e a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  ( P I - I A n n e x i n  V ' ) ,  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  r i g h t  q u a d r a n t  a r e  
l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s  ( P 1 ' 1 A n n e x i n  V ' )  a n d  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  l e f t  q u a d r a n t  a r e  n e c r o t i c  
c e l l s  ( P I ' I A n n e x i n  V - ) .  
F r o m  F i g u r e  5 . 7 ,  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e r e  i s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  v i a b i l i t y  o f  a n t i -  
b f l - 1  s i R N A - t r e a t e d  a n d  n o n - t a r g e t i n g  s i R N A - t r e a t e d  c e l l s  u n d e r g o i n g  s e r u m  s t a r v a t i o n .  
T h e  p e r c e n t a g e  o f  a p o p t o t i c  c e l l s  ( e a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  i n  t h e  l o w e r  r i g h t  q u a d r a n t  a n d  
l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  r i g h t  q u a d r a n t )  u n d e r  0 . 1  %  s e r u m  c o n d i t i o n s  i s  g r e a t e s t  
i n  t h e  s a m p l e  t r e a t e d  w i t h  t h e  m o s t  p o t e n t  a n t i - b f l - 1  s i R N A  ( # 8 1 )  b u t  i s  n o t  s i g n i f i c a n t .  
5 . 2 . 4  E f f e c t  o f  a n t i - b f l - 1  s i R N A  d u r i n g  N F - K B  i n h i b i t i o n  
I n  C h a p t e r  4 ,  i t  w a s  s h o w n  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  N F - K B  b y  s o d i u m  a r s e n i t e  o r  B A Y 1 1  
c h e m i c a l  i n h i b i t o r s  r e s u l t e d  i n  a p o p t o s i s  o f  W R S  c e l l s ,  w h i c h  w a s  c o i n c i d e n t  w i t h  a  
s i g n i f i c a n t  d e c l i n e  i n  b f l - l  m R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l s .  F u r t h e r m o r e ,  i t  w a s  s h o w n  i n  t h i s  
s t u d y  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  p r o t e c t e d  W R S  c e l l s  f r o m  
a p o p t o s i s  i n d u c e d  b y  N F - 1 c l 3  i n h i b i t i o n .  
I t  w a s  n e x t  t e s t e d  w h e t h e r  B f l - 1  s i l e n c i n g  w o u l d  a f f e c t  c h e m o t o x i c  a g e n t - i n d u c e d  
a p o p t o s i s .  s i R N A  t r a n s f e c t e d  c e l l s  w e r e  l e f t  u n t r e a t e d  o r  t r e a t e d  w i t h  s u b o p t i m a l  l e v e l s  
o f  s o d i u m  a r s e n i t e  ( F i g u r e  5 . 8 )  o r  B A Y 1  1  ( F i g u r e  5 . 9 )  a n d  c e l l  v i a b i l i t y l a p o p t o t i c  
p r o f i l e  w a s  e x a m i n e d  b y  a n n e x i n  V l 7 - A A D  s t a i n i n g  a n d  f l o w  c y t o m e t r y .  
E x a m i n a t i o n  o f  t h e  s i R N A 1 s o d i u m  a r s e n i t e - t r e a t e d  p o p u l a t i o n  i n  F i g u r e  5 . 8 ,  r e v e a l s  a  
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  a p o p t o t i c 4  c e l l s  i n  t h e  a n t i - b f l - 1  s i R N A -  
t r e a t e d  s a m p l e  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  n o n - t a r g e t i n g  s i R N A - t r e a t e d  p o p u l a t i o n  ( 5 6 . 2 1  %  
f o r  a n t i - b f l - 1  s i R N A ;  # 8 1  v e r s u s  3 2 . 7 7  %  f o r  n o n - t a r g e t i n g  s i R N A ) .  T h i s  e f f e c t  i s  a l s o  
s e e n  i n  t h e  s o d i u m  a r s e n i t e - t r e a t e d  p o p u l a t i o n  n u c l e o f e c t e d  w i t h  a n t i - b f l - l  s i R N A ;  # 8 0 ,  
b u t  t o  a  l e s s e r  e x t e n t  ( 5 3 . 6 6  %  f o r  a n t i - b j Z - 1  s i R N A ;  # 8 0  v e r s u s  3 2 . 7 7  %  f o r  n o n -  
t a r g e t i n g  s i R N A ) .  T h e  m o s t  p o t e n t  a n t i - b f l - l  s i R N A  e l i c i t s  t h e  m o r e  d r a m a t i c  e f f e c t  o n  
a p o p t o t i c  o u t c o m e  f o l l o w i n g  s o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  a n d  c o n v e r s e l y ,  t h e  l e a s t  
E a r l y  a p o p t o t i c  c e l l s  i n  t h e  l o w e r  r i g h t  q u a d r a n t  a n d  l a t e  a p o p t o t i c  c e l l s  i n  t h e  u p p e r  r i g h t  q u a d r a n t .  
1 7 0  
effective anti-l?g-I siRNA (#82$, does not induce a significant effect (41.54 % for anti- 
I!fl-l siRNA; #82 versus 32.77 % for non-targeting siRNA). 
Similarly, using the NF-KB inhibitor, 13AY 1 1 ,  a significant difference in the percentage 
of apoptotic cells in the anti-l>J-I siRNA-treated sample is evident when compared to 
the non-targeting siRNA-treated population (47.26 % for and-bfl-l siRNA; #8 1 versus 
26.26 % for non-largering siRNA) (Figure 5.9). 
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F i g u r e  5 . 8  E f f e c t  o f  s o d i u m  a r s e n i t e  t r e a t m e n t  o n  a n t i - b f l - 1  s i R N A - t r e a t e d  L 4 2 8  
c e l l s .  
L 4 2 8  c e l l s  w e r e  n u c l e o f e c t e d  w i t h  a n t i - b f l - 1  s i R N A  o r  n e g a t i v e  c o n t r o l  a n t i - s c r a m b l e d  
s i R N A  a n d  t r e a t e d  w i t h  s o d i u m  a r s e n i t e  o r  v e h i c l e .  T h e  c e l l  v i a b i l i t y / a p o p t o s i s  p r o f i l e  
w a s  a n a l y s e d  a t  4 8  h  p o s t  t r e a t m e n t  b y  P V a n n e x i n  V  s t a i n i n g  a n d  s u b s e q u e n t  f l o w  
1 7 2  
cytometric analysis. Quadrant markers were based an stainecilunstained controIs and 
values refleclt the percentage of cells in each quadrant. Cells in the Iower left quadtant 
are viable cells (PIYAnnexin V'), cdls in the lower right quadrant arc early apoptotic 
cells (PT'fAnnexin V3, cells in the upper right quadrant are late apoptatic cells {PI- 
'/Annexin V') and cells in the upper left quadrant arc necrotic cells PIi/Anncxin V3. 
V e h i c l e  B a y 1 1  1 0  @ I  
F i g u r e  5 . 9  E f f e c t  o f  B A Y l l  t r e a t m e n t  o n  a n t i - b f l - 1  s i R N A - t r e a t e d  L 4 2 8  c e l l s .  
L 4 2 8  c e l l s  w e r e  n u c l e o f e c t e d  w i t h  a n t i - b J Z - 1  s i R N A  o r  n e g a t i v e  c o n t r o l  a n t i - s c r a m b l e d  
s i R N A  a n d  t r e a t e d  w i t h  B A Y l l  o r  v e h i c l e .  T h e  c e l l  v i a b i l i t y l a p o p t o s i s  p r o f i l e  w a s  
a n a l y s e d  a t  4 8  h  p o s t  t r e a t m e n t  b y  P U a n n e x i n  V  s t a i n i n g  a n d  s u b s e q u e n t  f l o w  
cytometric analysis. Quadrant markers were based on stainedlunstained controls and 
 value^ reffeet the percentage of cells in each quadrant. Cells in  the lower left quadrant 
are viable ceIls (PI-IAnnexin V9, cells in the lower right quadrant arc early apoptotic 
cells (PI'lAnnexin V'), ccIk in the upper right quadrant are late apaprotic cells (Pl- 
'/Anncxin V') and cells in the upper left quadrant are necrotic cells (PFt/Annexin Vq. 
5 . 3  D i s c u s s i o n  
N u m e r o u s  r e p o r t s  h a v e  n o w  d e m o n s t r a t e d  t h e  s u c c e s s f u l  a p p l i c a t i o n  o f  R N A i  a s  a  t o o l  
f o r  p o s t t r a n s c r i p t i o n a l  g e n e  s i l e n c i n g  i n  m a m m a l i a n  c e l l s  ( r e v i e w e d  i n  S h i ,  2 0 0 3 ) .  
s i R N A s  h a v e  b e e n  e x p l o i t e d  i n  c a n c e r  r e s e a r c h  t o  d o w n r e g u l a t e  m i s a p p r o p r i a t e l y  
e x p r e s s e d  g e n e s ,  s u c h  a s  K - R A S  t r a n s c r i p t s  c a r r y i n g  t h e  v a l i n e - 1 1 2  o n c o g e n i c  m u t a t i o n  
w h i c h  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v a t e s  R A S  l e a d i n g  t o  p a n c r e a t i c  a n d  c o l o n  c a n c e r .  K n o c k d o w n  
o f  m u t a t e d  K - R A S  u s i n g  s p e c i f i c  s i R N A s  r e s u l t e d  i n  i n h i b i t i o n  o f  c o l o n y  g r o w t h  i n  s o f t  
a g a r  ( B r u m m e l k a m p  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  O t h e r  a u t h o r s  h a v e  s h o w n  t h a t  b c l - 2  a n t i s e n s e  a n d  
R N A i  t r e a t m e n t s  c a n  i n h i b i t  t u m o u r  g r o w t h  a n d  i n d u c e  a p o p t o s i s  a c t i v i t y  i n  v a r i o u s  
t u m o u r  c e l l s  ( C i o c a  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  L i m a  e t  a l ,  2 0 0 4 ;  F u  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  s i R N A  h a s  a l s o  b e e n  
s h o w n  t o  b e  e x t r e m e l y  s p e c i f i c  i n  v i t r o .  S t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  e f f e c t i v e  s i l e n c i n g  
o f  a  w i d e  v a r i e t y  o f  m u t a t e d  o n c o g e n e s  s u c h  a s  K - R n s  ( B r u m m e l k a m p  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) ,  
m u t a t e d  p 5 3  ( M a r t i n e z  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) ,  H e r 2 / n e u  ( C h o u d h u r y  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  a n d  b c r - a b l  
( S c h e r r  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
H e r e ,  t h e  t e c h n i q u e  o f  s i R N A  w a s  e m p l o y e d  t o  s u p p r e s s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  b f l - 1  m R N A  
i n  t h e  W R S  c e l l  l i n e ,  L 4 2 8  a n d  i t s  e f f e c t  o n  a p o p t o t i c  p h e n o t y p e  w a s  e v a l u a t e d .  
K n o c k d o w n  o f  b f l - 1  r n R N A  d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e  t h e  a p o p t o t i c  t h r e s h o l d  o f  L 4 2 8  
c e l l s  d u r i n g  s e r u m  d e p r i v a t i o n .  H o w e v e r ,  a n t i - b l f - 1  s i R N A  p o t e n t i a t e d  t h e  a p o p t o s i s  
i n d u c e d  b y  N F - K B  i n h i b i t o r s  v a l i d a t e d  a s  c h e m o t o x i c  a g e n t s  i n  C h a p t e r  4 .  F u r t h e r m o r e ,  
i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  k n o c k d o w n  o f  b f l - 1  e x p r e s s i o n  s i g n i f i c a n t l y  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  p r o -  
a p o p t o t i c  e f f e c t  o f  b o t h  i n h i b i t o r s  t o  a n  e x t e n t  c o m m e n s u r a t e  w i t h  t h e  d e g r e e  o f  
k n o c k d o w n  a c h i e v e d  w i t h  e a c h  s i R N A .  
S i n c e  d o w n r e g u l a t i o n  s e r v e d  t o  g r e a t l y  i n c r e a s e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  c e l l s  t o  c h e m o t o x i c  
a g e n t - i n d u c e d  a p o p t o s i s ,  s i l e n c i n g  o f  B f l - 1  i n  t h i s  c e l l  c o n t e x t  m i g h t  b e  o f  c o n s i d e r a b l e  
i n t e r e s t  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  H L  i n  t a n d e m  w i t h  l o w - d o s e  p o l y c h e m o t h e r a p y .  T a r g e t i n g  
o f  B f l - l  i n  H I R S  c e l l s  b y  m e a n s  o f  i t s  f u n c t i o n a l  b l o c k a d e  o r  i n h i b i t i o n  o f  i t s  
e x p r e s s i o n ,  c o u l d  p o s s i b l y  r e s t o r e  t h e  a p o p t o t i c  m a c h i n e r y  i n  t h e s e  c e l l s  a n d  s e n s i t i s e  
H L  t u m o u r s  t o  c h e m o -  a n d  r a d i o t h e r a p i e s .  
C H A P T E R  6  R e g u l a t i o n  o f  t h e  b f l - 1  
p r o m o t e r  i n  H L  
6 . 1  I n t r o d u c t i o n  
T h e  o b j e c t i v e  w a s  s e t  i n  t h i s  C h a p t e r  t o  a s c e r t a i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  b j l - 1  g e n e  a t  i t s  
p r o m o t e r  l e v e l  i n  W R S - d e r i v e d  c e l l  l i n e s .  P r e v i o u s  w o r k  i n  o u r  l a b o r a t o r y  h a s  s h o w n  
t h a t  t h e  b f l - 1  g e n e  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  t h e  s u r v i v a l  o f  E B V - i n f e c t e d  B  
c e l l s  ( D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  a n d  i s  r e g u l a t e d  b y  E B V  L M P l  w i t h  a  r o l e  f o r  N F - K B  
( D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  I t  w a s  s h o w n  i n  C h a p t e r  4 ,  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  
N F - K B  i n  H / R S - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  l e d  t o  d e a t h  b y  a p o p t o s i s ,  c o n c o m i t a n t  w i t h  t h e  l o s s  
o f  b j l - I  m R N A  l e v e l s .  T h e  b j ' Z - 1  g e n e  c o n t a i n s  f u n c t i o n a l  N F - K B - b i n d i n g  s i t e s  i n  i t s  
u p s t r e a m  t r a n s c r i p t i o n a l  r e g u l a t o r y  r e g i o n  ( Z o n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  a n d  
i t  w a s  t h e r e f o r e  i n v e s t i g a t e d  h e r e  w h e t h e r  d y s r e g u l a t e d  N F - K B  i n  H L  m i g h t  d r i v e  b j l - 1  
p r o m o t e r  a c t i v i t y  t h r o u g h  o n e  o f  t h e s e  e l e m e n t s .  
I n  a  r e l a t e d  s t u d y  i n  o u r  l a b o r a t o r y ,  i t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  e x p r e s s i o n  o f  E B N A 2  a s  t h e  
s o l e  E B V  p r o t e i n  i n  a n  E B V - n e g a t i v e  B L - d e r i v e d  c e l l  l i n e  ( D G 7 5 - t T A - E B N A 2 ,  
F l o e t t m a n n  e t  a l . ,  1 9 9 6 )  a l s o  l e d  t o  a n  i n c r e a s e  i n  b f l - 1  m R N A  l e v e l s  ( P e g m a n  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ) ,  d e m o n s t r a t i n g  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  a  s e c o n d  E B V  p r o t e i n  a c t i v a t e s  t r a n s c r i p t i o n  
o f  t h e  b J Z - 1  g e n e .  E B N A 2  e x p r e s s i o n  w a s  s u b s e q u e n t l y  f o u n d  t o  t r a n s - a c t i v a t e  t h e  b f l - 1  
p r o m o t e r  i n  E B V - n e g a t i v e  B L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s ,  a n d  t h e  a b i l i t y  o f  E B N A 2  t o  b i n d  
R B P - J d C B F 1  i s  c e n t r a l  f o r  t h i s  e f f e c t  ( P e g m a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
N o t c h  i s  c o n s i d e r e d  c e l l u l a r  f u n c t i o n a l  h o m o l o g u e  o f  E B N A 2  a n d  b o t h  p r o t e i n s  i n t e r a c t  
w i t h  R B P - J K / C B F ~  t o  m o d u l a t e  g e n e  e x p r e s s i o n  ( r e v i e w e d  i n  C h a p t e r  1 ) .  B e a r i n g  i n  
m i n d  t h a t  t h e  b j l - 1  p r o m o t e r  w a s  t r a n s - a c t i v a t e d  b y  E B N A 2  v i a  R B P - J d C B F 1  ( P e g m a n  
e t  a l . ,  2 0 0 6 )  a n d  t h a t  a b e r r a n t  e x p r e s s i o n  o f  N o t c h  r e c e p t o r s  a n d  l i g a n d s  i s  a  f e a t u r e  o f  
W R S  c e l l s  ( K a p p  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  J u n d t  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) ,  t h i s  s t u d y  s e t  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  i f  t h e  
D f l - 1  g e n e  w a s  a  t a r g e t  o f  N o t c h I C .  
6 . 1 . 1  S u m m a r y  o f  r e s u l t s  
I t  w a s  s h o w n  i n  t h i s  s t u d y  t h a t  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  i s  r e g u l a t e d  b y  N F - K B  i n  W R S -  
d e r i v e d  c e l l  l i n e s  o f  E B V  n e g a t i v e  ( L 4 2 8 )  a n d  p o s i t i v e  ( L 5 9 1 )  s t a t u s .  I n h i b i t i o n  o f  N F -  
KB i n  L 4 2 8  a n d  L 5 9  1  c e l l  l i n e s  b y  i n h i b i t o r y - g e n e  t r a n s f e r  b l o c k s  N F - K B  a c t i v a t i o n  o f  
t h e  b j l - 1  p r o m o t e r .  I t  w a s  s h o w n  t h a t  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  w a s  t r a n s - a c t i v a t e d  b y  N F - K B ,  
p r i m a r i l y  t h r o u g h  t h e  K B - b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 5 2  o n  t h e  p r o m o t e r .  
1 7 8  
Also in this study. the levels of Notch I and 2 receptors were investjgaaed and found to 
be abundantly expressed in cultured H/RS cclls. The Notch ligand, Saggedl, expressed 
in the EBV-positive cell line, L591 and presentation of Notch ligand Jagged1 led to 
increased proliferation of cultured H/RS cells. 
Transient transfection stuclies with the paired promoter reporter constructs demonstrated 
the requirement of the putative CBFl site (at position -243 to -249) on the kfl-l 
promoter was not essential for confening responsiveness on thc hfl-I promoter. 
6 . 2  R e s u l t s  
6 . 2 . 1  T h e  b f l - 1  p r o m o t e r  i s  r e g u l a t e d  b y  N F - K B  i n  H L  
I n  o r d e r  t o  d i r e c t l y  i n v e s t i g a t e  i f  t h e  b j l - 1  p r o m o t e r  w a s  r e g u l a t e d  b y  N F - K B  i n  t h i s  c e l l  
c o n t e x t ,  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  f i r s t  i n h i b i t  N F - K B  s i g n a l i n g  i n  W R S  c e l l  l i n e s  a n d  e x a m i n e  
t h e  c o n s e q u e n c e  o f  a b r o g a t i o n  o f  t h i s  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  p a t h w a y  o n  t h e  t r a n s -  
a c t i v a t i o n  o f  t h e  b j l - 1  p r o m o t e r .  S u p p r e s s i o n  b y  g e n e  t r a n s f e r  w a s  t h e  m e t h o d  a d o p t e d  
a t  t h e  o u t s e t  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  t o  i n h i b i t  N F - K B  f o r  p r o m o t e r  e x a m i n a t i o n .  
I n  a  c o n t r o l  e x p e r i m e n t ,  t o  m o n i t o r  N F - K B  a c t i v i t y  i n  t h e s e  c e l l s ,  c o - t r a n s f e c t i o n s  w e r e  
c a r r i e d  o u t  u s i n g  a  k n o w n  N F - K B - d e p e n d e n t  r e p o r t e r  c o n s t r u c t ,  3 x  e n h - K B  l u c  ( T a b l e  2 -  
5 )  ( F l o e t t m a n n  a n d  R o w e ,  1 9 9 7 ) ,  w h i c h  c o n t a i n s  3  N F - K B  b i n d i n g  s i t e s  u p s t r e a m  o f  a  
m i n i m a l  c o n a l b u m i n  p r o m o t e r ,  l i n k e d  t o  t h e  l u c i f e r a s e  g e n e .  H ~ g h  b a s a l  l e v e l  o f  
a c t i v a t e d  N F - K B  w a s  a p p a r e n t  u p o n  t r a n s f e c t i o n  o f  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  ( E B V  p o s i t i v e )  c e l l  
l i n e s  w i t h  3  x  e n h  KB 1 u c  r e p o r t e r  c o n s t r u c t  ( F i g u r e  6 . 1 ,  a c t u a l  n o r m a l i s e d  l u c i f e r a s e  
v a l u e s  w e r e  5 3 6 . 8  a n d  9 8 2 . 9  r e s p e c t i v e l y ) .  
C o - t r a n s f e c t i o n s  o f  U 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l  l i n e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a n  e x p r e s s i o n  
v e c t o r  f o r  a  m u t a n t  f o r m  o f  I K B a  ( p E F C X - I & a D N ;  T a b l e  2 - 5 ) ,  i n  w h i c h  s e r i n e  
r e s i d u e s  a t  p o s i t i o n s  3 2  a n d  3 6  h a v e  b e e n  r e p l a c e d  w i t h  a l a n i n e s  ( L i l j e h o l m  e t  a l . ,  1 9 9 8 )  
a n d  t h e  N F - K B - r e s p o n s i v e  v e c t o r ;  3 x  e n h - K B  l u c .  A c t i v a t i o n  o f  N F - K B  i s  i n i t i a t e d  b y  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  i n h i b i t o r y  s u b u n i t ,  I K B ,  w h i c h  t a r g e t s  I K B  f o r  d e g r a d a t i o n  a n d  
l e a d s  t o  t h e  r e l e a s e  o f  a c t i v e  N F - K B .  T h e  m u t a n t  I K B a  c a n n o t  b e  p h o s p h o r y l a t e d  a n d  
s u b s e q u e n t l y  p r o t e o l y s e d  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  a m i n o  a c i d  r e p l a c e m e n t s .  N F - K B  i s  t h u s  
r e t a i n e d  i n  t h e  c y t o p l a s m  b y  I K B a D N  a n d  N F - K B  t r a n s l o c a t i o n  t o  t h e  n u c l e u s  a n d  t a r g e t  
g e n e  a c t i v a t i o n  i s  b l o c k e d .  
T o  d e m o n s t r a t e  t h e  f u n c t i o n a l i t y  o f  t h e  I K B a D N ,  c o - t r a n s f e c t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  
t h e  N F - & - r e s p o n s i v e  r e p o r t e r  c o n s t r u c t ,  3 x  e n h - K B  l u c  t o g e t h e r  w i t h  i n c r e a s i n g  
a m o u n t s  o f  t h e  s u p e r - r e p r e s s o r  p E F C X - I & a D N .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  m u t a n t ,  
t r a n s f e c t i o n  o f  t h e  N F - l c B - r e s p o n s i v e  v e c t o r ,  3 x  e n h - K B  l u c ,  i n  b o t h  c e l l  l i n e s  r e s u l t e d  
i n  a  h i g h  l e v e l  o f  l u c i f e r a s e  a c t i v i t y ,  a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 0 0  % .  I n  t h e  
p r e s e n c e  o f  t h e  I l c B a  s u p e r - r e p r e s s o r ,  a  d r a m a t i c  d e c r e a s e  i n  l u c i f e r a s e  a c t i v i t y  w a s  
o b s e r v e d  i n  L 4 2 8  ( 8 0  %  u s i n g  5  p g  I K B c L D N  D N A )  ( F i g u r e  6 . 1 A )  a n d  i n  L 5 9 1  ( 6 0  %  
a n d  8 0  %  u s i n g  5  p g  a n d  1 0  p g  I K B a D N  D N A ;  r e s p e c t i v e l y )  ( F i g u r e  6 . 1 B ) .  
F i g u r e  6 . 1  I d a  s u p e r - r e p r e s s o r  I K B ~ D N  b l o c k s  N F - K B  a c t i v a t i o n  i n  H L  
A  L 4 2 8  
3 x e n h  k B  l u c  
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p E F  C X  I k B  a D N  ( u  g )  
N F - K B  a c t i v a t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t r a n s f e c t i o n  u s i n g  t h e  3 x  e n h - K B  l u c  r e p o r t e r  
c o n s t r u c t  w h i c h  h a s  t h r e e  K B  e l e m e n t s  u p s t r e a m  o f  a  m i n i m a l  c o n a l b u m i n  p r o m o t e r  
l i n k e d  t o  l u c i f e r a s e .  L 4 2 8  ( A )  a n d  L 5 9  1  ( B )  c e l l s  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  
w i t h  3 x  e n h - K B  l u c ,  p C M V  L a c Z  a n d  i n c r e a s i n g  q u a n t i t i e s  o f  t h e  I K B a  s u p e r - r e p r e s s o r  
e x p r e s s i o n  v e c t o r  p E F C X - I K B a D N .  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  4 8  h  p o s t - t r a n s f e c t i o n  a n d  
l u c i f e r a s e  a n d  p - g a l a c t o s i d a s e  @ - g a l )  a s s a y s  p e r f o r m e d .  C e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h o u t  
p E F C X - I K B a D N  w e r e  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 0 0  % .  D a t a  a r e  f  S D ,  " P 1 0 . 0 3 2 .  
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p E F C X  I k B a D N  ( u  g )  
I t  w a s  n e x t  t e s t e d  i f  i n h i b i t i o n  o f  N F - K B  a c t i v a t i o n  i n  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  w o u l d  a f f e c t  t h e  
t r a n s - a c t i v a t i o n  o f  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r .  T o  t h i s  e n d ,  c o - t r a n s f e c t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  
u s i n g  v a r i o u s  a m o u n t s  o f  t h e  m u t a n t  I K B ~ ,  a l o n g  w i t h  t h e  f u l l  l e n g h  b f l - 1  p r o m o t e r  
r e p o r t e r  c o n s t r u c t  - 1 3 7 4 / + 8 1 - L u c  ( T a b l e  2 - 5 )  ( D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  O v e r - e x p r e s s i o n  
o f  t h e  IKBa s u p e r - r e p r e s s o r  r e s u l t e d  i n  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  ( >  4 0  % )  i n  l u c i f e r a s e  
a c t i v i t y ,  w h e n  u p  t o  5  p g  o f  e x p r e s s i o n  v e c t o r  w a s  u s e d  i n  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l  l i n e s  
( F i g u r e  6 . 2 ) .  
F i g u r e  6 . 2  I K B ~  D N  i n h i b i t s  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  i n  H L .  
L 4 2 8  ( A )  a n d  L 5 9 1  ( B )  c e l l s  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  w i t h  w i l d  t y p e  b f l -  1  
p r o m o t e r  ( - 1 3 7 4 / + 8 1  - 1 u c )  r e p o r t e r  c o n s t r u c t ,  p C M V  L a c Z  a n d  i n c r e a s i n g  q u a n t i t i e s  o f  
t h e  I K B a  s u p e r - r e p r e s s o r  e x p r e s s i o n  v e c t o r  p E F C X - I K B a D N .  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  4 8  h  
p o s t - t r a n s f e c t i o n  a n d  l u c i f e r a s e  a n d  1 3 - g a l  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d .  C e l l s  t r a n s f e c t e d  
w i t h o u t  p E F C X - I K B a D N  w e r e  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 0 0  % .  D a t a  a r e  & S D ,  " P 5 0 . 0 1 1 .  
T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a c t i v a t i o n  o f  N F - K B  p l a y s  a  m a j o r  r o l e  i n  t r a n s -  
a c t i v a t i o n  o f  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  i n  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s ,  b a s e d  o n  e v i d e n c e  t h a t  b f l - 1  
p r o m o t e r  a c t i v i t y  i s  a f f e c t e d  w h e n  N F - K B  i s  i n h i b i t e d  b y  o v e r - e x p r e s s i o n  o f  a n  I K B a  
m u t a n t  i n  t h i s  c e l l  c o n t e x t .  
A  p r e v i o u s l y  i d e n t i f i e d  N F - K B  b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 8 3 3  t o  - 8 2 3  r e l a t i v e  t o  t h e  
t r a n s c r i p t i o n  i n i t i a t i o n  s i t e  o f  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  w a s  s h o w n  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  a c t i v a t i o n  
b y  t h e  N F - K B  s u b - u n i t  c - R e 1  i n  H e L a  c e l l s  ( Z o n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  H o w e v e r ,  e x p e r i m e n t s  
p e r f o r m e d  i n  o u r  l a b o r a t o r y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  e l i m i n a t i o n  o f  t h i s  b i n d i n g  s i t e  b y  s i t e  
d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  l e v e l  o f  L M P 1 - m e d i a t e d  p r o m o t e r  a c t i v i t y  i n  
E B V - n e g a t i v e  B L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  ( D ' S o u z a  e t  a l .  2 0 0 4 ) .  S u b s e q u e n t l y  i t  w a s  f o u n d  
t h a t  a  2  1 0  b p  b j Z - I  p r o m o t e r  f r a g m e n t  ( -  1 2 9 / + 8  1 - L u c )  c o n t a i n i n g  a  d e l e t i o n  f r o m  t h e  5 '  
e n d  o f  t h e  f u l l - l e n g t h  b j Z - 1  p r o m o t e r  ( -  1 3 7 4 / + 8  1 - L u c )  m e d i a t e d  N F - K B - d e p e n d e n t  t r a n s -  
a c t i v a t i o n  b y  b o t h  L M P l  a n d  p h o r b o l - 1 2 - m y r i s t a t e  1 3 - a c e t a t e  ( P M A ) .  U s i n g  
t r a n s c r i p t i o n  e l e m e n t  s e a r c h  s o f t w a r e ,  a n  N F - K B  b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 5 2  t o  - 4 3  w a s  
p r e v i o u s l y  i d e n t i f i e d  i n  o u r  l a b o r a t o r y  i n  t h e  r e g i o n  5 '  t o  t h e  t r a n s c r i p t i o n  i n i t i a t i o n  s i t e .  
W h e n  b a s e  s u b s t i t u t i o n s  w e r e  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  c o r e  o f  t h i s  b i n d i n g  m o t i f ,  c o m p l e t e  
l o s s  o f  t r a n s - a c t i v a t i o n  b y  L M P l  w a s  o b s e r v e d ,  t h u s  d e m o n s t r a t i n g  a  d i r e c t  r o l e  f o r  t h e  
N F - & - l i k e  b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 5 2  t o  - 4 3  i n  L M P l - m e d i a t e d  a c t i v a t i o n  o f  t h e  b j Z - 1  
p r o m o t e r  ( D ' S o u z a  e t  a l .  2 0 0 4 ) .  
I n  o r d e r  t o  i d e n t i f y  e l e m e n t s  a l o n g  t h e  b j Z - 1  p r o m o t e r  t h a t  c o n f e r  N F - K B  r e s p o n s i v e n e s s  
i n  H L ,  c o - t r a n s f e c t i o n  o f  b j Z - I  p r o m o t e r  r e p o r t e r  c o n s t r u c t s  ( - 1 3 7 4 / + 8 1 - L u c ,  -  
1 3 7 4 / + 8  l m K B ( - 5 2 ) - L u c  a n d  -  1 3 7 4 / + 8  l m & ( - 8 3 3 ) - L u c ;  T a b l e  2 - 5 )  o u t l i n e d  i n  F i g u r e  
6 . 3 A  i n  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l  l i n e s  w e r e  p e r f o r m e d .  
T h i s  d a t a  d e m o n s t r a t e s  t h a t  N F - K B  r e g u l a t e s  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  a n d  e v i d e n c e  o f  a  k e y  
r o l e  f o r  a  n o v e l  N F - K B - l i k e  b i n d i n g  s i t e  i n  t h e  u p s t r e a m  r e g u l a t o r y  r e g i o n  o f  t h i s  g e n e  
i n  t h i s  c e l l  c o n t e x t  i s  p r e s e n t e d  ( F i g u r e  6 . 3 B ;  L 4 2 8  a n d  C ;  L 5 9 1 ) .  M u t a t i o n  o f  t h e  N F -  
K B - l i k e  b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 5 2  r e d u c e s  b f l - I  p r o m o t e r  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v a t i o n  b y  
- 8 5 %  i n  t h e  L 4 2 8  c e l l  l i n e  a n d  b y  - 6 5 %  i n  t h e  L 5 9 1  c e l l  l i n e .  T h i s  d a t a  s h o w s  t h a t  t h e  
m u t a t i o n  a t  p o s i t i o n  - 5 2  e f f e c t i v e l y  b l o c k s  a c t i v a t i o n  o f  t h e  b j Z - 1  p r o m o t e r  a n d  s u g g e s t s  
a  c r u c i a l  r o l e  f o r  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  N F - K B  i n  r e g u l a t i n g  b j Z - I  i n  L 4 2 8 .  T h e  
m u t a t i o n  a t  p o s i t i o n  - 5 2  b l o c k s  a c t i v a t i o n  o f  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  t o  a  l e s s e r  e x t e n t  i n  t h e  
E B V - p o s i t i v e  H L  c e l l  l i n e ,  w h i l e  a l s o  s u g g e s t i n g  a  r o l e  f o r  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  N F -  
K B  i n  r e g u l a t i n g  b f l - 1  h e r e ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  E B N A 2  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  
m a i n t a i n i n g  t h e  l e v e l  o f  b j Z - 1  p r o m o t e r  a c t i v i t y  b y  s i g n a l i n g  i n d e p e n d e n t l y  t h r o u g h  t h e  
C B F l I N o t c h  p a t h w a y .  b j Z - 1  p r o m o t e r  a c t i v i t y  i s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  b y  m u t a t i o n  
o f  t h e  N F - K B  b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 8 3 3  t o  - 8 2 3  i n  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l  l i n e s  w i t h  o n l y  
a  2 0  %  d e c r e a s e  i n  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  - 8 3 3  m u t a t i o n  ( F i g u r e  6 . 3 ) .  
F i g u r e  6 . 3  b f l - 1  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  i n  H L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  
A  + a 1  
-  1 3 7 4  ~ e r :  1  - 1 3 7 4 / + 8 1 - 1 1 1 ~  
+ 8 1  
-  1  3 7 4  
-  
u  - 1 3 7 4 / + 8 1 1 n ~ B ( - 5 2 )  - h l c  
+ 8 1  
-  1 3 7 4  
L U ~  - 1 3 7 4 / + 8 1  I K B ( - 8 3 3 )  - 1 u c  
( A )  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  f u l l - l e n g t h  w i l d  t y p e  a n d  K B - s i t e - m u t a t e d  b f l - 1  
p r o m o t e r - r e p o r t e r  c o n s t r u c t s .  T h e s e  c o n s t r u c t s  s h a r e  a  c o m m o n  3 '  t e r m i n u s  8 1  b p  
d o w n s t r e a m  f r o m  t h e  t r a n s c r i p t i o n  i n i t i a t i o n  s i t e  ( d e s i g n a t e d  b y  a  b e n t  a r r o w ) ,  a t  w h i c h  
p o i n t  t h e y  a r e  j o i n e d  t o  t h e  l u c i f e r a s e  g e n e  ( l u c ) .  T h e  p o s i t i o n  o f  t h e  N F - K B  s i t e  a t  
p o s i t i o n  - 5 2  i s  i n d i c a t e d  o n  t h e  p l a s m i d  - 1 3 7 4 / + 8 1  r n ~ B ( - 5 2 )  - 1 u c  a s  a n  o p e n  b o x .  
B  
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H  -  1 3 7 4 / + 8  1  m k B  ( - 5 2 )  L U C  
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S i m i l a r l y ,  t h e  p o s i t i o n  o f  a  p r e v i o u s l y  i d e n t i f i e d  N F - K B  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 8 3 3  i s  
i n d i c a t e d  o n  t h e  p l a s m i d  - 1 3 7 4 / + 8 1  m a ( - 8 3 3 )  - 1 u c  a s  a n  o p e n  b o x .  L 4 2 8  ( B )  a n d  
L 5 9 1  ( C )  c e l l s  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  w i t h  w i l d  t y p e  ( - 1 3 7 4 / + 8 1  - 1 u c )  
o r  m u t a t e d  p r o m o t e r  ( - 1 3 7 4 / + 8 1  m K B ( - 5 2 )  - l u c ,  - 1 3 7 4 / + 8 1  m a ( - 8 3 3 )  - 1 u c )  r e p o r t e r  
c o n s t r u c t s  a n d  p C M V  L a c Z .  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  4 8  h  p o s t - t r a n s f e c t i o n  a n d  l u c i f e r a s e  
a n d  B - g a l  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d .  C e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  f u l l - l e n g t h  p r o m o t e r  c o n s t r u c t s  
w e r e  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 0 0  % .  
O n c e  i t  w a s  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  d o m i n a n t  n e g a t i v e  I K B a  m u t a n t  e f f e c t i v e l y  b l o c k e d  
a c t i v a t i o n  o f  N F - K B  i n  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s  a n d  t h a t  t h e  n o v e l  N F - l c B  b i n d i n g  s i t e  ( - 5 2 )  
o n  t h e  b J I - 1  p r o m o t e r  m e d i a t e s  t r a n s - a c t i v a t i o n  b y  N F - K B ,  c o - t r a n s f e c t i o n s  w e r e  
p e r f o r m e d  t o  i n v e s t i g a t e  i f  t h i s  m u t a n t  ( I K B a D N )  c o u l d  f u r t h e r  b l o c k  b f l - 1  p r o m o t e r  
a c t i v a t i o n  i n  t h e s e  c e l l  l i n e s .  I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i f  a d d i t i o n a l  a c t i v a t i o n  o f  t h e  b j l - 1  
p r o m o t e r  w a s  o c c u r r i n g  t h r o u g h  N F - l c B - l i k e  b i n d i n g  s i t e s  o n  t h e  p r o m o t e r ,  o t h e r  t h a n  
t h e  - 5 2  s i t e ,  c o - t r a n s f e c t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  I K B a  m u t a n t  a n d  t h e  ' - 5 2  
m u t a t e d '  b f l - 1  p r o m o t e r  c o n s t r u c t .  
V a r i o u s  a m o u n t s  o f  t h e  e x p r e s s i o n  v e c t o r  f o r  t h e  IKBa m u t a n t  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  i n t o  
L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s  ( F i g u r e  6 . 4 A  a n d  B ;  r e s p e c t i v e l y )  a l o n g  w i t h  t h e  w i l d  t y p e  b j l - I  
p r o m o t e r  r e p o r t e r  -  1 3 7 4 / + 8  1 - L u c  o r  -  1 3 7 4 / + 8  1  m a ( - 5 2 ) - L u c  m u t a t e d  c o n s t r u c t .  I n  t h e  
a b s e n c e  o f  I K B a D N ,  t r a n s f e c t i o n  o f  t h e  b j l - 1  p r o m o t e r  r e p o r t e r  c o n s t r u c t  ( -  1 3 7 4 / + 8  1 -  
L u c )  i n  b o t h  c e l l  l i n e s  r e s u l t e d  i n  a  h i g h  l e v e l  o f  l u c i f e r a s e  a c t i v i t y  a n d  w a s  a s s i g n e d  a  
v a l u e  o f  1 0 0  % .  T h i s  d a t a  s h o w e d  t h a t  t h e  m u t a n t  f r o m  o f  I K B ~  e f f e c t i v e l y  b l o c k s  
a c t i v a t i o n  o f  t h e  f u l l - l e n g t h  b j l - 1  p r o m o t e r  i n  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  a n d  t h a t  n o  s i g n i f i c a n t  
f u r t h e r  b l o c k i n g  o f  N F - K B  a c t i v a t i o n  o f  t h e  ' - 5 2 - m u t a t e d '  b f l - 1  p r o m o t e r  o c c u r s  i n  
e i t h e r  c e l l  l i n e .  T h i s  d a t a  c o r r o b o r a t e s  t h e  f i n d i n g s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  6 . 3 ,  t h a t  N F - K B -  
l i k e  b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 5 2  o n  t h e  b j l - 1  p r o m o t e r  m e d i a t e s  t r a n s - a c t i v a t i o n  b y  N F -  
K B  .  
F i g u r e  6 . 4  I K B ~  D N  b l o c k s  N F - K B  a c t i v a t i o n  o f  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  i n  H L .  
A  1 0 0 . 0  
L 4 2 8  ( A )  a n d  L 5 9 1  ( B )  c e l l s  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  w i t h  w i l d  t y p e  ( -  
1 3 7 4 / + 8 1  - 1 u c )  o r  m u t a t e d  p r o m o t e r  ( - 1 3 7 4 / + 8 1  m a ( - 5 2 )  - 1 u c )  r e p o r t e r  c o n s t r u c t s ,  
p C M V  L a c Z  a n d  i n c r e a s i n g  q u a n t i t i e s  o f  t h e  I a a  s u p e r - r e p r e s s o r  e x p r e s s i o n  v e c t o r  
p E F C X - I a a D N .  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  4 8  h  p o s t - t r a n s f e c t i o n  a n d  l u c i f e r a s e  a n d  B - g a l  
a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d .  C e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  f u l l - l e n g t h  p r o m o t e r  c o n s t r u c t s  w e r e  
a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 0 0  % .  D a t a  a r e  + S D ,  * P S O . O l l .  
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A s  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d ,  N F - K B  i s  c o n s t i t u t i v e l y  e x p r e s s e d  i n  H L  a n d  h a s  b e e n  s h o w n  
t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  H L .  A  k e y  r o l e  f o r  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  N F - I C E  
i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  c e l l u l a r  g e n e  b j Z - 1  w a s  e s t a b l i s h e d  w h e n  i t  w a s  
s h o w n  t h a t  t r e a t m e n t  o f  a  v a r i e t y  o f  c e l l  l i n e s  w i t h  t h e  c h e m i c a l  a g e n t  P M A ,  a  w e l l -  
k n o w n  a c t i v a t o r  o f  N F - a ,  u p - r e g u l a t e d  b f l - 1  m R N A  l e v e l s  i n  B L  c e l l  l i n e s  ( M o r e b  a n d  
S c h w e d e r ,  1 9 9 7 ) .  A  s t u d y  c a r r i e d  o u t  i n  o u r  l a b o r a t o r y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  E B V  L M P l  
1 8 6  
- -  1 -  
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p E F C X  l k B  a D N  ( u g )  
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@ C X  I k B a D N  ( u g )  
trans-activated thc hfl-I promoter in EBV-negative Btderived cell lines hy a 
mechanism that is dependent upon NF-KB @'Souza et nl., 2004). 
In summary, ahc data presented here is evidence that the hfl-1 promoter is regulated by 
NF-KB in HIRS-derived cell lines of EBV negative (L428) and positive (L591) status, 
that inhibition of NF-KB in L428 and L591 cell lines by inhibitory-gene transfer blocks 
NF-KB activation of the /$-I promoter and implies that the element located at -521-43 
in d ~ e  transcriptional regulatory region of b f l - I  is the key site through which NF-kR 
drives bfl- J in HL cells. 
6 . 2 . 2  N o t c h  s i g n a l i n g  
T h e  N o t c h  f a m i l y  o f  t r a n s m e m b r a n e  r e c e p t o r s  ( N o t c h l - 4 )  c o n t r o l  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  
d i f f e r e n t i a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  e x t r a c e l l u l a r  l i g a n d s  e x p r e s s e d  o n  n e i g h b o u r i n g  c e l l s .  
A l t h o u g h  t h e  r o l e  o f  N o t c h  r e c e p t o r s  a n d  d o w n s t r e a m  e f f e c t o r s  i n  H L  i s  c u r r e n t l y  b e i n g  
c h a r a c t e r i s e d  t h e  p o t e n t i a l  i n f l u e n c e  o n  r e g u l a t i o n  o f  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  b f l - I  g e n e  
r e m a i n e d  t o  b e  d e f i n e d .  T h i s  s t u d y  t e s t e d  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  b j l - 1  g e n e  w a s  
r e g u l a t e d  b y  N o t c h  s i g n a l s  i n  H L .  
P o t e n t i a l l y  o n c o g e n i c  t a r g e t s  o f  N o t c h -  1  i n c l u d e  P I 3 K l A K T  ( R a n g a r a j a n  e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  
S a d e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) ,  N F - K B  ( B a s h  e t  n l . ,  1 9 9 9 ;  J a n g  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  C h e n g  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) ,  N F -  
K B 2  ( O s w a l d  e t  a l . ,  1 9 9 8 )  a n d  S T A T - 3  ( K a m a k u r a  e t  n l . ,  2 0 0 4 ) .  G i v e n  t h e  c o n s t i t u t i v e  
a c t i v a t i o n  o f  t h e s e  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s  i n  H L ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  N o t c h l  
f u n c t i o n s  u p s t r e a m  o f  s o m e  o f  t h e s e  p a t h w a y s  i n  t h i s  m a l i g n a n t  c o n t e x t  a n d  i t  p r o v e d  
i n t e r e s t i n g  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  N o t c h l I C  c o u l d  t r a n s - a c t i v a t e d  t h e  b j l - 1  p r o m o t e r  i n  
t h i s  c e l l  c o n t e x t .  
6 . 2 . 2 . 1  E x p r e s s i o n  o f  N o t c h l n  r e c e p t o r s  a n d  t h e  N o t c h  l i g a n d  J a g g e d 1  i n  c u l t u r e d  
H / R S  c e l l s  
I t  w a s  p r e v i o u s l y  s h o w n  i n  o u r  l a b o r a t o r y  b y  D r .  B r e n d a n  D ' S o u z a  t h a t  N o t c h l  a n d  2  
r e c e p t o r s  a r e  a b u n d a n t l y  e x p r e s s e d  i n  W R S  c e l l  l j n e s  b y  w e s t e r n  b l o t t i n g  ( S e c t i o n  
2 . 7 . 4 )  ( F i g u r e  6 . 5 A )  u s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  t h e  i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n s  
o f  h u m a n  N o t c h l I 2 .  F o r  r e l a t i v e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  p r o t e i n  l e v e l s ,  E B V - / +  c e l l  l i n e s  w i t h  
t y p e  I  l a t e n c y  ( D G 7 5  a n d  B L 4 1 ) /  ( B L 7 4 ,  M U T U  I  a n d  O K U  B L ) ,  E B V +  c e l l  l i n e s  w i t h  
t y p e  I 1 1  l a t e n c y  ( B L 4 1 l B 9 5 - 8 ,  M U T U  111, A G E 7 6  a n d  D A U D I )  a n d  l y m p h o b l a s t o i d  c e l l  
l i n e s  ( I A R C  1 7 1  a n d  X 5 0 - 7 )  w e r e  i n c l u d e d  i n  t h e  a n a l y s i s  ( F i g u r e  6 . 5 B ) .  H i g h - l e v e l  
N o t c h l  e x p r e s s i o n  w a s  d e t e c t e d  i n  a l l  H L  c e l l  l i n e s  ( w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  L 1 2 3 6 )  a n d  
w a s  m o r e  p r o n o u n c e d  t h a n  i n  a l l  t y p e  I  E B V + / -  a n d  t y p e  I 1 1  c e l l  l i n e s  a n d  L C L s  t e s t e d .  
H i g h - l e v e l  N o t c h 2  w a s  d e t e c t e d  i n  a l l  H L  c e l l  l i n e s  t e s t e d  i n  c o n t r a s t  w i t h  a b s e n c e  o f  
N o t c h 2  e x p r e s s i o n  i n  a l l  t y p e  I  E B V + / -  a n d  t y p e  I 1 1  c e l l  l i n e s  a n d  L C L s  t e s t e d .  T h e s e  
f i n d i n g s  c o m p l e m e n t  p r e v i o u s  s t u d i e s  t h a t  h a v e  d o c u m e n t e d  t h e  e x p r e s s i o n  o f  N o t c h l  
( J u n d t  e t  n l . ,  2 0 0 2 )  a n d  N o t c h  2  ( K a p p  e t  a l . ,  1 9 9 9 )  i n  H I R S  c e l l  l i n e s .  
J u n d t  e t  a l . ,  ( 2 0 0 2 ) ,  f o u n d  a b u n d a n t  J a g g e d l  p r o t e i n  a n d  m R N A  e x p r e s s i o n  i n  W R S  
c e l l s  o f  p r i m a r y  t u m o u r  t i s s u e ,  i n  e n d o t h e l i a l  a n d  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  a n d  i n  e p i t h e l i o i d  
c e l l s  n e i g h b o u r i n g  W R S  c e l l s  s u g g e s t i n g  t h a t  J a g g e d l - i n d u c e d  N o t c h 1  s i g n a l i n g  m i g h t  
c o n t r i b u t e  t o  t h e  p a t h o b i o l o g y  o f  c H L .  J a g g e d l  i s  a  1 3 5  k D a  t r a n s m e m b r a n e  D S L -  
f a m i l y  p r o t e i n ,  w h i c h  i s  h i g h l y  e x p r e s s e d  i n  B  c e l l s  r a i s i n g  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a  r o l e  f o r  
J a g g e d l  m e d i a t e d  s i g n a l i n g  t h r o u g h  N o t c h  i n  t h e  p a t h w a y s  t h a t  c o n t r o l  t h e  l a t e r  s t a g e s  
o f  B - l y m p h o c y t e  a c t i v a t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n .  N F - K B  c a n  t r i g g e r  t h e  N o t c h  s i g n a l i n g  
p a t h w a y  b y  i n d u c i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  J a g g e d l ,  a n  N F - K B  r e s p o n s i v e  g e n e  ( B a s h  e t  a l . ,  
1 9 9 9 ) .  
W R S  c e l l  l i n e s  w e r e  e x a m i n e d  i n  t h i s  s t u d y  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  N o t c h  l i g a n d ,  
J a g g e d l ,  u s i n g  a  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  s p e c i f i c  f o r  t h e  i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n  o f  h u m a n  
J a g g e d l  ( F i g u r e  6 . 5 C )  b u t  s h o w e d  l o w  t o  u n d e t e c t a b l e  l e v e l s  o f  J a g g e d l .  T h e  E B V -  
p o s i t i v e  W R S  c e l l  l i n e ,  L 5 9 1 ,  w a s  f o u n d  t o  e x p r e s s  l o w - l e v e l  J a g g e d l  l i g a n d  r e l a t i v e  t o  
c o n t r o l s  w h i l e  J a g g e d l  e x p r e s s i o n  w a s  n o t  d e t e c t e d  i n  o t h e r  W R S  c e l l  l i n e s  t e s t e d  o r  i n  
a l l  t y p e  I  E B V + / -  a n d  t y p e  I 1 1  c e l l  l i n e s  a n d  L C L s  t e s t e d  ( F i g u r e  6 . 5 D ) .  T h e  a b s e n c e  o f  
d e t e c t a b l e  l e v e l s  o f  J a g g e d l  e x p r e s s i o n  i n  W R S  c e l l  l i n e s  w a s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  
d e t e c t i o n  o f  a b u n d a n t  J a g g e d l  e x p r e s s i o n  i n  W R S  c e l l s  o f  p r i m a r y  t u m o u r  t i s s u e  
i n d i c a t i n g  t h a t  N o t c h  a c t i v a t i o n  i n d u c e d  b y  J a g g e d l  l i g a t i o n  m a y  b e  a b s e n t  i n  t h e  i n  
v i t r o  c e l l  c u l t u r e  s y s t e m .  I n  o r d e r  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t  o f  J a g g e d l - i n d u c e d  N o t c h  
a c t i v a t i o n  i n  t h i s  c e l l  c o n t e x t ,  t h e  J a g g e d l  l i g a n d  w a s  p r e s e n t e d  t o  W R S  c e l l  l i n e s  u s i n g  
J a g g e d l - p r e s e n t i n g  f e e d e r  c e l l s  t o  m i m i c  t h e  i n  v i v o  s c e n a r i o .  T h e  H t T A - j a g 1 0  c e l l  l i n e  
i s  a  H e L a - d e r i v e d  a d h e r e n t  c e l l  l i n e  ( B a s h  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  T a b l e  2 - I ) ,  w h i c h  e x p r e s s e s  
h u m a n  J a g g e d l  u n d e r  t e t r a c y c l i n e  c o n t r o l  a n d  w a s  u s e d  i n  c o - c u l t i v a t i o n  e x p e r i m e n t s  t o  
a c t i v a t e  N o t c h  s i g n a l i n g  i n  W R S  c e l l  l i n e s  b y  J u n d t  e t  a l . ,  ( 2 0 0 2 ) ,  l e a d i n g  t o  t h e  
p r o m o t i o n  o f  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i n  t h e  L 4 2 8  c e l l  l i n e .  
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F i g u r e  6 . 5  E x p r e s s i o n  o f  N o t c h 1 1 2  r e c e p t o r s ,  J a g g e d l  a n d  E B N A 2  e x p r e s s i o n  i n  
l y m p h o m a  c e l l  l i n e s  
N o t c h l  ( A ;  u p p e r  p a n e l )  a n d  N o t c h 2  ( A ;  l o w e r  p a n e l )  r e c e p t o r s  a r e  s t r o n g l y  e x p r e s s e d  
i n  B - c e l l  d e r i v e d  H L  c e l l s  r e l a t i v e  t o  t y p e  I ,  t y p e  1 1 ,  t y p e  111 c e l l  l i n e s  a n d  L C L s  ( B ;  
u p p e r  a n d  l o w e r  p a n e l s ) .  H i g h  l e v e l  N o t c h l  a n d  N o t c h 2  e x p r e s s i o n  i s  s e e n  b y  w e s t e r n  
b l o t t i n g  i n  a l l  H L  c e l l  l i n e s  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  l o w  l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  N o t c h l  i n  t h e  
c e l l  l i n e  L 1 2 3 6 .  ( C )  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  f o r  N o t c h  l i g a n d  J a g g e d l  r e v e a l s  l o w - l e v e l  
J a g g e d l  ( 1 3 5  k D a )  e x p r e s s i o n  i n  L 5 9 1  ( E B V  p o s i t i v e )  c e l l  l i n e  r e l a t i v e  t o  t y p e  I ,  t y p e  
1 1 ,  t y p e  I I I  a n d  L C L s  ( D ) .  ( E )  T h e  e f f e c t  o f  J a g g e d l  p r e s e n t a t i o n  t o  c e l l s  o f  H L  a n d  B L  
o r i g i n  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  c o - c u l t u r e  w i t h  a  t e t r a c y c l i n e  i n d u c i b l e  J a g g e d l - e x p r e s s i n g  
H e L a - d e r i v e d  c e l l  l i n e  H t T A - j a g  l o .  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  J a g g e d l  w a s  p e r f o r m e d  o n  
p r o t e i n  f r o m  H t T A - j a g 1 0  c e l l s  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  J a g g e d l  t o  c o n f i r m  
p r e s e n c e  o f  J a g g e d l  u p o n  i n d u c t i o n  w i t h  t e t r a c y c l i n e .  ( F )  E x p r e s s i o n  o f  E B N A 2  i n  
c u l t u r e d  H / R S  c e l l s ;  w e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  HL c e l l  l i n e s  f o r  E B V  l a t e n t  p r o t e i n  
E B N A 2  ( f u n c t i o n a l  h o m o l o g u e  o f  a c t i v a t e d  N o t c h 1 1 2  r e c e p t o r s )  r e v e a l s  E B N A 2  ( 8 3  
k D a )  e x p r e s s i o n  o n l y  i n  t h e  E B V  p o s i t i v e  L 5 9  1  c e l l  l i n e .  
I t  w a s  f i r s t  e x a m i n e d  w h e t h e r  i n  c u l t u r e d  W R S  c e l l s ,  N o t c h  s i g n a l i n g  c o u l d  b e  a c t i v a t e d  
b y  s t i m u l a t i o n  w i t h  e x o g e n o u s  J a g g e d l  b y  c o - c u l t i v a t i o n  w i t h  H t T A - j a g 1 0  c e l l s  t o  
i n d u c e  t h e  a c c e l e r a t e d  g r o w t h  r e s p o n s e  o b s e r v e d  b y  J u n d t  e t  a l . ,  ( 2 0 0 2 )  f o r  t h e  L A 2 8  
c e l l  l i n e .  L A 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s  w e r e  t h u s  c u l t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  J a g g e d l - e x p r e s s i n g  
f e e d e r  c e l l s  a n d  n u m b e r  o f  v i a b l e  c e l l s  w a s  m e a s u r e d  a t  2 4  h  p o s t - c u l t i v a t i o n  b y  M T S  
a s s a y  ( S e c t i o n  2 . 4 . 8 ) .  H t T A - j a g 1 0  c e l l s  e x p r e s s e d  J a g g e d l  u p o n  w i t h d r a w a l  o f  
t e t r a c y c l i n e  f r o m  m e d i a .  S t i m u l a t i o n  b y  J a g g e d l  i n c r e a s e d  p r o l i f e r a t i o n  o f  L 4 2 8  a n d  
L 5 9 1  c e l l s  b y  2 . 5 -  a n d  - 3 - f o l d  r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  6 . 6 )  a t  2 4  h  p o s t  c o - c u l t i v a t i o n  
r e l a t i v e  t o  u n s t i m u l a t e d  c o n t r o l s .  I n  c o n t r a s t  n o  a d d i t i o n a l  p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e  w a s  
o b s e r v e d  i n  t h e  D G 7 5  B L  t y p e  I  c e l l  l i n e  a l s o  c o - c u l t i v a t e d  w i t h  H t T A - j a g 1 0  c e l l s .  
T h e s e  f i n d i n g s  c o m p l e m e n t  t h e  o b s e r v a t i o n s  o f  J u n d t  e t  a l . ,  ( 2 0 0 2 ) ,  t h a t  J a g g e d l  
a c t i v a t i o n  o f  N o t c h  s i g n a l i n g  i n  W R S  c e l l s  a c c e l e r a t e d  g r o w t h  o f  L 4 2 8  c e l l s  b y  1 . 6  -  
1  . 9 - f o l d ,  u s i n g  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  t o  m e a s u r e  p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e .  
J u n d t  e t  a l . ,  ( 2 0 0 2 ) ,  a d d r e s s e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  i n c r e a s e d  g r o w t h  o b s e r v e d  u p o n  
J a g g e d l  p r e s e n t a t i o n  w a s  n o t  d u e  t o  i n c r e a s e d  N o t c h  a c t i v a t i o n  i n  f e e d e r  c e l l s  b y  
p r e s e n t i n g  J a g g e d l  i n  t h e  f o r m  o f  a  s o l u b l e  l i g a n d  t o  t h e  c u l t u r e  m e d i u m .  S i m i l a r l y ,  
s o l u b l e  J a g g e d l  l i g a n d  p r e s e n t a t i o n  b e h a v e d  a s  a  p o t e n t  g r o w t h  f a c t o r  f o r  W R S  c e l l s .  
E f f e c t  o f  J a g g e d l  P r e s e n t a t i o n  o n  C e l l  P r o l i f e r a t i o n  
3 5 0  
3 0 0  
n o n i n d u c e d  
F i g u r e  6 . 6  P r e s e n t a t i o n  o f  t h e  N o t c h  l i g a n d  J a g g e d l  l e a d s  t o  i n c r e a s e d  
p r o l i f e r a t i o n  o f  H L  c e l l s  
T h e  i m p a c t  o f  J a g g e d l  a c t i v a t i o n  o f  N o t c h  s i g n a l i n g  o n  t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  c e l l s  o f  HL 
( L 4 2 8  a n d  L 5 9  1 )  a n d  B L  ( D G 7 5 )  o r i g i n .  T h e  r a t e  o f  p r o l i f e r a t i o n  o f  c e l l s  c o - c u l t u r e d  i n  
t h e  p r e s e n c e l a b s e n c e  o f  J a g g e d l  w a s  m e a s u r e d  b y  M T S  a s s a y  a t  2 4  h  p o s t  c o - c u l t u r e .  
P r o l i f e r a t i o n  o f  a c t i v a t e d  c e l l s  ( i n d u c e d )  i s  g i v e n  r e l a t i v e  t o  p r o l i f e r a t i o n  o f  n o n -  
a c t i v a t e d  c e l l s  ( n o n - i n d u c e d ) ,  w h i c h  i s  a r b i t r a r i l y  s e t  a t  1 0 0  %  f o r  e a c h  c e l l  l i n e .  
S t i m u l a t i o n  b y  J a g g e d l  i n c r e a s e d  t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  H L  c e l l s  u p  t o  2 . 7  ( L 5 9 1 )  a n d  2 . 5  
( L 4 2 8 )  - f o l d  i n  2 4  h  c o m p a r e d  w i t h  u n s t i m u l a t e d  c o n t r o l s ,  u n l i k e  t h e  B L - d e r i v e d  c e l l  
l i n e  D G 7 5 .  
I t  w a s  n e x t  t e s t e d  i f  p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  N o t c h  l i g a n d  J a g g e d l  e f f e c t e d  t a r g e t  g e n e  
e x p r e s s i o n  t h r o u g h  R B P - J d C B F 1  i n  c u l t u r e d  W R S  c e l l s .  T o  d e m o n s t r a t e  N o t c h I C -  
m e d i a t e d  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  v i a  R B P - J d C B F I ,  t r a n s i e n t  t r a n s f e c t i o n s  u s i n g  L 4 2 8 ,  
L 5 9 1  a n d  D G 7 5  c e l l s  w i t h  t h e  l u c i f e r a s e  r e p o r t e r  c o n s t r u c t  p G a 9 8 1 - 6  ( T a b l e  2 - 5 )  w e r e  
p e r f o r m e d .  T h i s  c o n s t r u c t  c o n t a i n s  a  5 0  b p  o l i g o n u c l e o t i d e  h a r b o u r i n g  b o t h  R B P -  
J l d C B F l  b i n d i n g  s i t e s  o f  t h e  E B V  T P I  p r o m o t e r  s u b - c l o n e d  a s  a  h e x a m e r  i n t o  t h e  
p l a s m i d  p G a 5 0 - 7  ( M i n o g u c h i  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  T a b l e  2 - 5 ) .  U s i n g  t h i s  R B P - J K  
I C B F l p r o m o t e r - r e p o r t e r  a s s a y  s y s t e m ,  i t  w a s  d e f i n e d  t h a t  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  f o l l o w i n g  
J a g g e d l - N o t c h  a c t i v a t i o n  i n d u c e d  R B P - J K I C B F ~  a c t i v i t y  ( F i g u r e  6 . 7 A )  c o u l d  b e  
i n h i b i t e d  b y  d o m i n a n t - n e g a t i v e  R B P - J K  ( F i g u r e  6 . 7 B  a n d  C ) .  C o - t r a n s f e c t i o n s  b y  
e l e c t r o p o r a t i o n  u s i n g  D G 7 5  ( F i g u r e  6 . 7  u p p e r  p a n e l ) ,  L 4 2 8  ( F i g u r e  6 . 7  m i d d l e  p a n e l )  
a n d  L 5 9 1  ( F i g u r e  6 . 7  l o w e r  p a n e l )  c e l l s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e  R B P - J d C B F l -  
r e g u l a t e d  l u c i f e r a s e  r e p o r t e r  c o n s t r u c t  p G a 9 8 1 - 6  o r  p G a 5 0 - 7  a n d  C M V  L a c Z ,  f o l l o w e d  
b y  c o - c u l t i v a t i o n  w i t h  H t T A - j a g 1 0  c e l l s  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  J a g g e d l .  
L y m p h o m a  c e l l s  a g g r e g a t e d  o n t o  t h e  H t T A - j a g 1 0  m o n o l a y e r  w e r e  h a r v e s t e d  b y  f i r m  
t a p p i n g  a t  4 8  h  p o s t - t r a n s f e c t i o n  f o l l o w e d  b y  l u c i f e r a s e  a n d  b - g a l  a s s a y s .  I n  B L - d e r i v e d  
c e l l  l i n e ,  D G 7 5 ,  a  1 . 2 - f o l d  i n c r e a s e  i n  C B F - 1  b i n d i n g  a c t i v i t y  u p o n  J a g g e d l  a c t i v a t i o n  
o f  N o t c h l  w a s  o b s e r v e d  w h e n  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l  s a m p l e s .  I n  L 4 2 8 ,  a  3 - f o l d  i n c r e a s e  
i n  C B F - I  b i n d i n g  a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  w h e n  c e l l s  c o - c u l t u r e d  w i t h  J a g g e d l  p r e s e n t i n g  
c e l l s  w e r e  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l s .  A  3 - f o l d  i n c r e a s e  i n  C B F - 1  b i n d i n g  a c t i v i t y  w i t h  
J a g g e d l  p r e s e n t a t i o n  w a s  a l s o  o b s e r v e d  i n  t h e  E B V  p o s i t i v e  c e l l  l i n e  L 5 9 1  w h e n  
c o m p a r e d  t o  c o n t r o l  s a m p l e s  ( F i g u r e  6 . 7 ) .  A  h i g h  l e v e l  o f  C B F - 1  b i n d i n g  a c t i v i t y  w a s  
o b s e r v e d  i n  t h e  t r a n s f e c t i o n s  o f  L 5 9 1  c e l l s  n o t  c o - c u l t u r e d  w i t h  J a g g e d l  p r e s e n t i n g  
c e l l s ,  p o s s i b l y  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  E B N A 2  i n  t h i s  c e l l  l i n e  a s  d e t e c t e d  b y  w e s t e r n  
b l o t ,  s h o w n  i n  F i g u r e  6 . 5 F .  E B N A 2  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  v i r a l  f u n c t i o n a l  h o m o l o g u e  
o f  N o t c h l .  
T h e  r o l e  o f  R B P - J d C B F 1  i n  m e d i a t i n g  E B N A 2 R J o t c h I C - m e d i a t e d  r e s p o n s i v e n e s s  w a s  
f u r t h e r  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  a n  e x p r e s s i o n  v e c t o r  f o r  a  n o n - D N A  b i n d i n g  m u t a n t  o f  R B P -  
J d C B F l  ( p E F B O S n e o - R 2 1 8 H ,  C h u n g  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  T a b l e  2 - 5 ) .  T h i s  p r o t e i n  h a s  b e e n  
s h o w n  t o  a c t  a s  a  d o m i n a n t - n e g a t i v e  s u p p r e s s o r  o f  a c t i v a t i o n  o f  t h e  c e l l u l a r  H E S - I  
p r o m o t e r  b y  N o t c h I C ,  a n d  i s  l i k e l y  t o  e x e r t  s u c h  a n  e f f e c t  b y  c o m p e t i n g  w i t h  N o t c h I C ,  
( o r  E B N A 2 )  o r  u n k n o w n  c o - f a c t o r s ,  f o r  b i n d i n g  t o  C B F l  ( K a t o  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  K a t o  e t  a l . ,  
1 9 9 7 ) .  T o  i n v e s t i g a t e  i f  p E F B O S n e o - R 2 1 8 H  c o u l d  i n h i b i t  t r a n s - a c t i v a t i o n  o f  t h e  
l u c i f e r a s e  r e p o r t e r  c o n s t r u c t  p G a 9 8 1 - 6 ,  c o - t r a n s f e c t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  L 4 2 8  a n d  
L 5 9 1  c e l l s  w i t h  i n c r e a s i n g  a m o u n t s  o f  p E F B O S n e o - R 2 1 8 H .  I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h i s  
e x p e r i m e n t  t h a t  e x p r e s s i o n  o f  t h e  m u t a n t  R B P - J d C B F l i n h i b i t e d  t r a n s - a c t i v a t i o n  o f  
p G a 9 8  1 - 6  i n  L 4 2 8  b y  a p p r o x i m a t e l y  5 0  %  w h e n  1 0  p g  o f  p E F B O S n e o - R 2 1 8 H  w a s  
u s e d  ( F i g u r e  6 . 7 B ) .  T h i s  n o n - D N A  b i n d i n g  m u t a n t  o f  C B F l  i n h i b i t s  C B F 1 - d r i v e n  
p r o m o t e r  a c t i v i t y  i n  t h e  E B V - p o s i t i v e  L 5 9 1  t o  a  g r e a t e r  e x t e n t  ( F i g u r e  6 . 7 C )  i n  a  d o s e -  
d e p e n d e n t  m a n n e r ,  w i t h  m a x i m u m  i n h i b i t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  8 0  %  w h e n  1 0  p g  o f  
p E F B O S n e o - R 2 1 8 H  w a s  u s e d .  
F i g u r e  6 . 7  N o t c h  a c t i v a t i o n  o f  C B F - 1  e x p r e s s i o n  i n  D G 7 5 ,  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s  
( A )  D G 7 5  ( u p p e r  l e f t ) ,  L 4 2 8  ( m i d d l e  l e f t )  a n d  L 5 9 1  ( l o w e r  l e f t )  c e l l s  w e r e  c o -  
t r a n s f e c t e d  w i t h  p C M V l a c Z  a n d  p G A 9 8 1 - 6  o r  p G A 5 0 . 7  ( e m p t y  p l a s m i d )  a n d  
s u b s e q u e n t l y  c o - c u l t u r e d  w i t h  H t T A - j a g 1 0  c e l l s  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  
J a g g e d 1  .  p G A 9 8  1 - 6  c o n t a i n s  a  5 0  b p  o l i g o n u c l e o t i d e  h a r b o u r i n g  b o t h  R B P - J d C B F l  
b i n d i n g  s i t e s  o f  t h e  E B V  T P I  p r o m o t e r  s u b - c l o n e d  a s  a  h e x a m e r  i n t o  t h e  p l a s m i d  
p G A 5 0 . 7 .  T o  v e r i f y  t h a t  t h e  p G A 9 8 1 - 6  c o n s t r u c t  i s  E B N A Z r e s p o n s i v e  a n d  a c t  a s  a  
t r a n s f e c t i o n  c o n t r o l ;  D G 7 5 ,  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  p C M V l a c Z ,  
p G A 9 8 1 - 6  a n d  p S G 5 E B N A 2  o r  p S G S  ( e m p t y  v e c t o r )  ( u p p e r ,  m i d d l e  a n d  l o w e r  r i g h t  
p a n e l s  r e s p e c t i v e l y ) .  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  4 8  h  p o s t - t r a n s f e c t i o n / c o - c u l t u r e  a n d  
l u c i f e r a s e  a n d  b - g a l  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d .  N o r m a l i s e d  l u c i f e r a s e  v a l u e s  w e r e  
e x p r e s s e d  a s  f o l d  a c t i v a t i o n  r e l a t i v e  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  v a l u e  o b t a i n e d  u p o n  c o -  
t r a n s f e c t i o n  w i t h  e m p t y  v e c t o r  ( a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 ) .  A  d o m i n a n t  n e g a t i v e  
s u p p r e s s o r  o f  C B F l  b i n d i n g ,  R 2 1 8 H ,  w a s  u s e d  t o  b l o c k  C B F l  p r o m o t e r  a c t i v i t y  i n  
L 4 2 8  ( B )  a n d  L 5 9 1  ( C )  c e l l s .  C e l l s  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  p C M V l a c Z ,  p G A 9 8  1 - 6  a n d  
p E F - B O S  R 2 1 8 H  o r  p E F - B O S  ( e m p t y  v e c t o r ) .  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  4 8  h  p o s t -  
t r a n s f e c t i o n  a n d  l u c i f e r a s e  a n d  P g a l  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d .  N o r m a l i s e d  l u c i f e r a s e  
v a l u e s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  %  a c t i v a t i o n  r e l a t i v e  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  v a l u e  o b t a i n e d  u p o n  
c o - t r a n s f e c t i o n  w i t h o u t  p E F - B O S  R 2 1 8 H  ( a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 0 0  % ) .  
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T a k e n  t o g e t h e r ,  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  h e r e  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  c r i t i c a l  e l e m e n t s  o f  t h e  N o t c h  
r e c e p t o r  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y  a r e  p r e s e n t  w i t h i n  t h e  W R S  c e l l  a n d  s u g g e s t  t h a t  
L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  a r e  J a g g e d l - r e s p o n s i v e  c e l l s  l i n e s .  
A  s i m i l a r  e x p e r i m e n t a l  s t r a t e g y  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  J a g g e d l - i n d u c e d  
N o t c h  a c t i v a t i o n  o n  b j Z - 1  p r o m o t e r  t r a n s - a c t i v a t i o n  i n  t h i s  c e l l  c o n t e x t .  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  
c e l l s  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  t h e  f u l l - l e n g t h  b f l - 1  p r o m o t e r  c o n s t r u c t  ( - 1 3 7 4 / + 8 1  - 1 u c ;  
T a b l e  2 - 5 )  a n d  C M V - L a c Z .  T r a n s f e c t e d  c e l l s  w e r e  c o - c u l t u r e d  w i t h  J a g g e d l  
i n d u c e d l n o n - i n d u c e d  H t T A - j a g 1 0  c e l l s  a n d  l y m p h o m a  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a t  4 8  h .  
P r o m o t e r  a c t i v a t i o n  w a s  q u a n t i f i e d  b y  m e a s u r e m e n t  o f  l u c i f e r a s e  a c t i v i t y  n o r m a l i s e d  f o r  
p - g a l a c t o s i d a s e  l e v e l s .  A c t i v a t i o n  o f  N o t c h  s i g n a l i n g  b y  J a g g e d l  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  
b j Z - 1  p r o m o t e r  i n  t h e  L 4 2 8  c e l l  l i n e  ( F i g u r e  6 . 8 A )  w i t h  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  r e m a i n i n g  
u n c h a n g e d  i n  c e l l s  c o - c u l t u r e d  w i t h  H t T A - j a g 1 0  c e l l s  i n d u c e d  t o  e x p r e s s  J a g g e d l ,  
c o m p a r e d  t o  n o n - i n d u c e d  c o n t r o l .  I n  t h e  E B V - p o s i t i v e  L 5 9 1  c e l l  l i n e ,  p r o m o t e r  
a c t i v a t i o n  i n  c e l l s  c o - c u l t u r e d  w i t h  n o n - i n d u c e d  H t T A - j a g 1 0  c e l l s ,  w a s  a s s i g n e d  a  v a l u e  
o f  1 0 0  % .  S t r i k i n g l y ,  i n  t h i s  c e l l  l i n e ,  a c t i v a t i o n  o f  N o t c h  s i g n a l i n g  b y  J a g g e d l  l i g a t i o n  
r e s u l t e d  i n  a  d e c r e a s e  i n  b f l - 1  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  t o  5 0  %  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  n o n -  
i n d u c e d  c o n t r o l .  
A  L 4 2 8  
1 2 0  -  
B  L 5 9 1  
1 2 0  -  
E  ' 0 0 -  E 1 O 0 -  
'  8 0 .  
0  
6  
3  8 0 .  
b- 
3  6 4 -  ' E  6 0 -  
C  
4 0 -  
0  3  4 0 .  
2 0 -  
2 0  
0  -  I  
0  -  I  
N c i - i n d c e d  I n d u c e d  
N o n - i n h x d  I n M  
J a g g e d 1  J a I 5 w d l  
F i g u r e  6 . 8  J a g g e d l  p r e s e n t a t i o n  e f f e c t  o n  b f l - 1  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  i n  H / R S  c e l l s  
L 4 2 8  a n d  L 5 9 1  c e l l s  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  w i t h  w i l d  t y p e  a n d  m u t a t e d  b f l - 1  p r o m o t e r  
r e p o r t e r  c o n s t m c t s  a n d  p C M V l a c Z .  T r a n s f e c t e d  c e l l s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  c o - c u l t u r e d  
w i t h  H t T A  c e l l s  i n d u c e d l n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  J a g g e d l .  L u c i f e r a s e  a n d  & g a l  a s s a y s  
w e r e  p e r f o r m e d  4 8  h  p o s t - t r a n s f e c t i o n l c o - c u l t u r e .  C e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  f u l l - l e n g t h  
p r o m o t e r  c o n s t r u c t s  w e r e  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 0 0  % .  
I d e a l l y ,  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  l e v e l s  o f  b f l - 1  m R N A  ( b y  r e a l t i m e  P C R )  i n  W R S - d e r i v e d  
c e l l  l i n e s  p r e s e n t e d  w i t h  J a g g e d l  w o u l d  h a v e  b e e n  d e s i r e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  
J a g g e d l  i n d u c e d - N o t c h 1  a c t i v a t i o n  o n  b j l - 1  e x p r e s s i o n  l e v e l s .  H o w e v e r ,  d u e  t o  t h e  
h e t e r o g e n e o u s  n a t u r e  o f  t h e  c o - c u l t i v a t i o n  a s s a y  i t  w a s  n o t  p o s s i b l e  t o  i s o l a t e  
l y m p h o c y t e s  f r o m  f e e d e r  c e l l s  f o r  R N A  e x t r a c t i o n .  A n  a l t e r n a t i v e  s t r a t e g y  w o u l d  h a v e  
b e e n  t o  p r e s e n t  J a g g e d l  t o  t h e s e  c e l l s  i n  t h e  f o r m  o f  a  s o l u b l e  l i g a n d ,  t h e r e b y  e f f e c t i n g  
N o t c h 1  a c t i v a t i o n  y e t  r e m o v i n g  p o s s i b l e  R N A  c o n t a m i n a t i o n  f r o m  c o - c u l t i v a t e d  c e l l s .  
U n f o r t u n a t e l y ,  t h e  o n l y  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  s o l u b l e  l i g a n d  w a s  R a t  J a g g e d l  a n d  ' i n -  
h o u s e '  p r o d u c t i o n  o f  H u m a n  J a g g e d l  w a s  b e y o n d  t h e  r e m i t  o f  t h i s  p r o j e c t .  
I t  i s  k n o w n  t h a t  N o t c h I C  d o e s  n o t  b i n d  t o  D N A  d i r e c t l y ,  b u t  i s  t e t h e r e d  t o  r e s p o n s i v e  
p r o m o t e r s  b y  t h e  D N A  b i n d i n g  r e p r e s s o r  p r o t e i n  R B P - J d C B F 1  ( r e v i e w e d  i n  C h a p t e r  
1 ) .  I t  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  s h o w n  i n  o u r  l a b o r a t o r y  u s i n g  b j l - 1  p r o m o t e r  d e l e t i o n  r e p o r t e r  
c o n s t r u c t s ,  t h a t  t h e  s e q u e n c e  f r o m  p o s i t i o n  - 3 6 7  t o  - 1 2 9  i s  e s s e n t i a l  i n  m e d i a t i n g  
E B N A 2 - r e s p o n s i v e n e s s  o n  t h e  b f l - l  p r o m o t e r  ( P e g m a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  A n a l y s i s  o f  t h i s  
r e g i o n  o f  t h e  p r o m o t e r  u s i n g  t r a n s c r i p t i o n  e l e m e n t  s e a r c h  s o f t w a r e  a n d  t h e  A l i b a b a  
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  p r e d i c t i o n  d a t a b a s e  r e v e a l e d  o n e  c o p y  o f  t h e  s e q u e n c e  m o t i f  5 ' -  
G G T G G G A A - 3 '  a t  p o s i t i o n  - 2 4 3  t o  - 2 5 0  o n  t h e  i n v e r s e  s t r a n d .  T h i s  e l e m e n t  i s  p a r t  o f  
t h e  c o n s e n s u s  b i n d i n g  s e q u e n c e  f o r  C B F l  ( C G T G G G A A ) ,  a n d  s i t e - d i r e c t e d  
m u t a g e n e s i s  w a s  u s e d  t o  i n t r o d u c e  b a s e  s u b s t i t u t i o n s  i n t o  t h e  c o r e  o f  t h i s  m o t i f  i n  t h e  
r e p o r t e r  p l a s m i d  - 1 3 7 4 / + 8 1 - l u c  s o  a s  t o  e l i m i n a t e  p o t e n t i a l  b i n d i n g  b y  C B F l  ( F i g u r e  
6 . 9 A ) .  T h e  c o n t r i b u t i o n  o f  t h i s  s i t e  i n  f a c i l i t a t i n g  E B N A 2 - m e d i a t e d  t r a n s - a c t i v a t i o n  o f  
t h e  b f l - I  p r o m o t e r  w a s  t h e n  i n v e s t i g a t e d .  M u t a t i o n  o f  t h i s  b i n d i n g  s i t e  r e s u l t e d  i n  a  
d r a m a t i c  r e d u c t i o n  i n  E B N A 2 - m e d i a t e d  a c t i v a t i o n  o f  t h e  b j l - 1  p r o m o t e r  ( P e g m a n  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ) .  
I n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  i f  b f l - l  p r o m o t e r  a c t i v i t y  i n  H I R S - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  c o u l d  b e  
i n h i b i t e d  b y  b l o c k i n g  N o t c h I C - m e d i a t e d  a c t i v a t i o n ,  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  
a  b f l - 1  p r o m o t e r  c o n s t r u c t  c o n t a i n i n g  a  m u t a t i o n  i n  t h e  p u t a t i v e  R B P - J K / C B F ~  b i n d i n g  
s i t e  a t  p o s i t i o n  - 3 4 3  t o  - 2 4 9  r e l a t i v e  t o  t h e  t r a n s c r i p t i o n  s t a r t  s i t e  ( - 1 3 7 4 / + 8 1  ( m C B F l ) ,  
P e g m a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
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F i g u r e  6 . 9  b j Z - 1  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  i n  H L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s .  
( A )  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  f u l l - l e n g t h  w i l d  t y p e  a n d  C B F 1 - m u t a t e d  b f l - 1  
p r o m o t e r - r e p o r t e r  c o n s t r u c t s .  T h e s e  c o n s t r u c t s  s h a r e  a  c o m m o n  3 '  t e r m i n u s  8 1  b p  
d o w n s t r e a m  f r o m  t h e  t r a n s c r i p t i o n  i n i t i a t i o n  s i t e  ( d e s i g n a t e d  b y  a  b e n t  a r r o w ) ,  a t  w h i c h  
p o i n t  t h e y  a r e  j o i n e d  t o  t h e  l u c i f e r a s e  g e n e  ( l u c ) .  T h e  p o s i t i o n  o f  a  p r e v i o u s l y  i d e n t i f i e d  
b i n d i n g  s i t e  f o r  t h e  N o t c h  n u c l e a r  p r o t e i n  C B F l  a t  p o s i t i o n  - 2 4 9  i s  i n d i c a t e d  o n  t h e  
p l a s m i d  - 1 3 7 4 / + 8 1  r n ~ B ( - 2 4 9 )  - 1 u c  a s  a n  o p e n  b o x .  ( B )  L A 2 8  ( l e f t )  a n d  L 5 9  1  ( r i g h t )  
c e l l s  w e r e  c o - t r a n s f e c t e d  b y  e l e c t r o p o r a t i o n  w i t h  w i l d  t y p e  ( - 1  3 7 4 / + 8  1  - 1 u c )  o r  m u t a t e d  
p r o m o t e r  ( - 1  3 7 4 / + 8  1  m C B F l ( - 2 4 9 )  - 1 u c )  r e p o r t e r  c o n s t r u c t s  a n d  p C M V  L a c Z .  C e l l s  
w e r e  h a r v e s t e d  4 8  h  p o s t - t r a n s f e c t i o n  a n d  l u c i f e r a s e  a n d  1 3 - g a l  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d .  
C e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  h l l - l e n g t h  p r o m o t e r  c o n s t r u c t s  w e r e  a s s i g n e d  a  v a l u e  o f  1 0 0  % .  
T h e  r e s u l t s  s e e n  i n  F i g u r e  6 . 9 B ,  s u g g e s t  t h a t  t h e  C B F l  b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 2 4 9  i s  
n o t  a n  i m p o r t a n t  s i t e  f o r  b f l - 1  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  i n  L 4 2 8  o r  L 5 9 1  c e l l s  a s  o n l y  a  
m a r g i n a l  d e c r e a s e  i n  p r o m o t e r  a c t i v i t y  o f  - 1 3 7 4 / + 8 1  m ~ B ( - 2 4 9 )  - 1 u c  w a s  o b s e r v e d  
r e l a t i v e  t o  t h e  f u l l - l e n g t h  w i l d - t y p e  p r o m o t e r  ( - 1 3 7 4 / + 8  1  - 1 u c ) .  
I n  s u m m a r y ,  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  h e r e  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  b f l - 1  g e n e  i s  n o t  a  
d o w n s t r e a m  t a r g e t  f o r  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v a t i o n  b y  N o t c h  s i g n a l i n g  i n  t h i s  c e l l  c o n t e x t .  
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6 . 3  D i s c u s s i o n  
A  k e y  r o l e  f o r  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  N F - K B  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  
c e l l u l a r  g e n e  b j l - 1  w a s  e s t a b l i s h e d  w h e n  i t  w a s  s h o w n  t h a t  t r e a t m e n t  o f  a  v a r i e t y  o f  c e l l  
l i n e s  w i t h  t h e  c h e m i c a l  a g e n t  P M A ,  a  w e l l - k n o w n  a c t i v a t o r  o f  N F - K B ,  u p - r e g u l a t e d  b f l -  
1  r n R N A  l e v e l s  i n  B L  c e l l  l i n e s  ( M o r e b  a n d  S c h w e b e r ,  1 9 9 7 ) .  
P r e v i o u s l y  i n  o u r  l a b o r a t o r y ,  a n  i m p o r t a n t  r o l e  f o r  N F - K B  w a s  i m p l i e d  i n  t h e  L M P I -  
m e d i a t e d  r e g u l a t i o n  o f  t h e  b j l - 1  p r o m o t e r .  F i r s t l y ,  c o - e x p r e s s i o n  o f  a  s u p e r - r e p r e s s o r  
I K B a D N  m u t a n t  i n h i b i t e d  L M P 1 - m e d i a t e d  t r a n s - a c t i v a t i o n  o f  t h e  b J I - 1  p r o m o t e r .  
S e c o n d l y ,  t r e a t m e n t  w i t h  P M A ,  a  w e l l - k n o w n  a c t i v a t o r  o f  N F - K B  i n  m a n y  c e l l  t y p e s ,  
s t i m u l a t e d  b j Z - 1  p r o m o t e r  a c t i v i t y  ( D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h e  i m p l i c a t i o n  o f  a  r o l e  f o r  
N F - K B  i s  i n  k e e p i n g  w i t h  o t h e r  s t u d i e s ,  w h e r e  i n c r e a s e s  i n  b j l - 1  m R N A  l e v e l s  h a v e  
b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  r e s p o n s e  t o  a g e n t s  s u c h  a s  L P S ,  T N F a  o r  e t o p o s i d e ,  a l l  o f  w h i c h  
a r e  k n o w n  t o  l e a d  t o  a c t i v a t i o n  o f  N F - K B  ( H u  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  W a n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  Z o n g  e t  
a l . ,  1 9 9 9 ) .  I n  a d d i t i o n ,  m i t o g e n  s t i m u l a t i o n  o f  p r i m a i y  B  c e l l s  w a s  s h o w n  t o  i n d u c e  
e x p r e s s i o n  o f  m o u s e  A 1  ( t h e  m u r i n e  b f l - 1  h o m o l o g u e )  i n  a  c - R e l - d e p e n d e n t  f a s h i o n  
( G r u m o n t  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  E l s e w h e r e ,  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  t h e  N F - K B  s u b u n i t s  c - R e 1  a n d  
p 6 5  ( b u t  n o t  p 5 0 )  w a s  a l s o  s h o w n  t o  i n d e p e n d e n t l y  u p - r e g u l a t e  b j l - 1  m R N A  l e v e l s  i n  
t h e  e p i t h e l i a l  c e l l  l i n e  H e L a  ( Z o n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  I n  t h e  s a m e  s t u d y ,  i t  w a s  s h o w n  t h a t  c -  
R e 1  t r a n s - a c t i v a t e d  t h e  b j l - 1  p r o m o t e r  t h r o u g h  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  a  c o n s e n s u s  N F - K B  
b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 8 3 3  t o  - 8 2 3  r e l a t i v e  t o  t h e  t r a n s c r i p t i o n  s t a r t  s i t e  o f  t h e  b j l - I  
g e n e .  H o w e v e r ,  e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d  i n  o u r  l a b o r a t o r y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  r e m o v a l  o f  
t h i s  b i n d i n g  s i t e  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  l e v e l  o f  L M P 1 - m e d i a t e d  b f l - I  p r o m o t e r  a c t i v i t y  i n  
E B V - n e g a t i v e  B L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  ( D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  S u b s e q u e n t l y  i t  w a s  f o u n d  
t h a t  a  2 1 0  b p  b j Z - 1  p r o m o t e r  f r a g m e n t  ( - 1 2 9  t o  + 8 1 )  m e d i a t e d  N F - & - d e p e n d e n t  t r a n s -  
a c t i v a t i o n  b y  b o t h  L M P l  a n d  P M A  i n  t h i s  c e l l  c o n t e x t .  F u r t h e r m o r e ,  i t  w a s  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  a n  N F - K B - l i k e  b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 5 2  t o  - 4 3  r e l a t i v e  t o  t h e  
t r a n s c r i p t i o n  s t a r t  s i t e  o f  t h e  b f l - 1  g e n e ,  i s  e s s e n t i a l  f o r  L M P 1 - m e d i a t e d  t r a n s - a c t i v a t i o n  
o f  t h e  b j l - 1  p r o m o t e r  ( D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
I n  C h a p t e r  4 ,  i t  w a s  s h o w n  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  N F - K B  i n  W R S -  
d e r i v e d  c e l l  l i n e s  l e d  t o  d e a t h  b y  a p o p t o s i s ,  w h i c h  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  l o s s  o f  b j l - 1  
m R N A  e x p r e s s i o n .  I t  w a s  t h e r e f o r e  i n v e s t i g a t e d  h e r e  w h e t h e r  d y s r e g u l a t e d  N F - K B  i n  
H L  m i g h t  d r i v e  b j l - 1  p r o m o t e r  a c t i v i t y  t h r o u g h  o n e  o f  t h e  f u n c t i o n a l  N F - K B - b i n d i n g  
s i t e s  ( d e s c r i b e d  b y  Z o n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  i n  i t s  u p s t r e a m  
t r a n s c r i p t i o n a l  r e g u l a t o r y  r e g i o n .  I n i t i a l l y ,  i t  w a s  s h o w n  t h a t  c o - e x p r e s s i o n  o f  a  s u p e r -  
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r e p r e s s o r  I K B a D N  m u t a n t  i n h i b i t e d  N F - K B  a c t i v i t y  i n  W R S  c e l l  l i n e s ,  L 4 2 8  a n d  L 5 9 1 .  
T h i s  d o m i n a n t  n e g a t i v e  s u p e r - r e p r e s s o r  w a s  n e x t  s h o w n  t o  b l o c k  N F - K B - m e d i a t e d  
t r a n s - a c t i v a t i o n  o f  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  b y  - 6 0  %  i n  t h e s e  c e l l  l i n e s .  T h e  p r e v i o u s l y  
i d e n t i f i e d  N F - K B  b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 8 3 3  t o  - 8 2 3  r e l a t i v e  t o  t h e  t r a n s c r i p t i o n  s t a r t  
s i t e  o f  t h e  b j Z - 1  g e n e  w a s  s h o w n  n o t  t o  b e  a n  i m p o r t a n t  p r o m o t e r  e l e m e n t  i n  t h i s  c e l l  
c o n t e x t .  T h i s  s i t e  w a s  s h o w n  p r e v i o u s l y  i n  o u r  l a b o r a t o r y  t o  b e  n o n - e s s e n t i a l  f o r  b f l - 1  
p r o m o t e r  t r a n s - a c t i v a t i o n  i n  E B V  n e g a t i v e  B L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s .  H o w e v e r ,  i n  k e e p i n g  
w i t h  p r e v i o u s  f i n d i n g s  i n  o u r  l a b o r a t o r y  r e g a r d i n g  t h e  N F - r c B  b i n d i n g  s i t e  a t  p o s i t i o n  -  
5 2  t o  - 4 3  ( r e l a t i v e  t o  t h e  t r a n s c r i p t i o n  s t a r t  s i t e  o f  t h e  b f Z - 1  g e n e ) ,  i t  w a s  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  t h e  N F - K B  b i n d i n g  s i t e  a t  t h i s  p o s i t i o n  i s  t h e  k e y  s i t e  t h r o u g h  w h i c h  N F - K B  d r i v e s  
D f l - 1  i n  H L .  
T h e  s u b u n i t  c o m p o s i t i o n  o f  N F - K B  c a n  g r e a t l y  i n f l u e n c e  n o t  o n l y  i t s  a b i l i t y  t o  b i n d  a  
p a r t i c u l a r  D N A  s e q u e n c e  m o t i f ,  b u t  a l s o  t h e  e x t e n t  o f  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  ( P e r k i n s  e t  a l .  
1 9 9 2 ) .  T h e  a b i l i t y  o f  R e 1  f a m i l y  m e m b e r s  t o  d r i v e  t r a n s c r i p t i o n  f r o m  t h e  b j Z - 1  p r o m o t e r  
w a s  d i r e c t l y  i n v e s t i g a t e d  i n  a  p r e v i o u s  s t u d y  i n  o u r  l a b o r a t o r y  b y  t r a n s i e n t  c o -  
t r a n s f e c t i o n s  o f  D G 7 5  c e l l s  w i t h  v e c t o r s  t h a t  e x p r e s s  i n d i v i d u a l  N F - K B  s u b u n i t  p r o t e i n s  
a n d  b f l - 1  p r o m o t e r  r e p o r t e r  c o n s t r u c t s .  I t  w a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  h o m o - d i m e r s  o f  p 6 5  
d i r e c t l y  t r a n s - a c t i v a t e d  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  a n d  t h a t  t h e  N F - K B - l i k e  b i n d i n g  s i t e  a t  - 5 2  t o  
- 4 3  w a s  e s s e n t i a l  b o t h  f o r  t h i s  e f f e c t ,  a n d  f o r  c o n f e r r i n g  p 6 5 - r e s p o n s i v e n e s s  o n  a  
h e t e r o l o g o u s  m i n i m a l  p r o m o t e r .  C l a s s i c  N F - K B  ( ~ 6 5 1 ~ 5 0 )  b i n d s  t h e  s e q u e n c e  5 ' -  
G G G R N N Y Y C C - 3 ' ,  w h e r e a s  t h e  p 6 5 1 c - R e 1  d i m e r  b i n d s  t o  t h e  s e q u e n c e  5 ' -  
H G G A R N Y Y C C - 3 '  [ H  i n d i c a t e s  A ,  C  o r  T ;  R  i s  p u r i n e  ( A  o r  G ) ;  a n d  Y  i s  p y r i m d i n e  
( T  o r  C ) ]  ( B a l d w i n ,  1 9 9 6 ) .  T h e  N F - K B  s i t e  a t  p o s i t i o n  - 5 2  t o  - 4 3  o n  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  
d i f f e r s  f r o m  t h e  p 6 5 / p 5 0  a n d  p 6 5 / c - R e 1  c o n s e n s u s  b i n d i n g  s i t e s  a t  n u c l e o t i d e  p o s i t i o n s  3  
a n d  2  r e s p e c t i v e l y .  N F - d 3 - l i k e  s i t e s  t h a t  d i v e r g e  f r o m  t h e  c o n s e n s u s  s e q u e n c e  h a v e  
b e e n  i d e n t i f i e d  i n  t h e  p r o m o t e r s  o f  s e v e r a l  a p o p t o s i s - r e l a t e d  g e n e s ,  s u c h  a s  b c l - x L ,  c -  
I A P 1 ,  c - Z A P 2  a n d  m o u s e  A l ,  a s  w e l l  a s  c y t o l u n e  g e n e s  s u c h  a s  Z L - 8 ,  a n d  t h e  
f u n c t i o n a l i t y  o f  t h e s e  s i t e s  i n  t h e  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  s e v e r a l  
o f  t h e s e  c a s e s  ( C h e n  e t  a l . ,  1 9 9 9 a  a n d  b ;  G r u m o n t  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  H o n g  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  
O k a m o t o  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  S i g n i f i c a n t l y ,  t h e  - 5 2  t o  - 4 3  s i t e  o n  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  i s  1 0 0  %  
c o m p l i m e n t a r y  t o  a  C D 2 8 - r e s p o n s i v e  KB s i t e  i n  t h e  I L - 2  p r o m o t e r  ( C i v i l  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  
C i v i l  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  V e r w e i j  e t  a l . ,  1 9 9 1 )  a n d  b o t h  c - R e 1  a n d  p 6 5  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  
r o l e s  i n  m e d i a t i n g  t h i s  p r o c e s s  ( G h o s h  e t  a / . ,  1 9 9 3 ) .  
N o t c h l  a c t i v i t y  e m e r g e d  a s  a  c o n t r i b u t o r y  f a c t o r  i n  H L  w h e n  J u n d t  e t  a l . ,  ( 2 0 0 2 ) ,  
r e p o r t e d  t h a t  N o t c h l  w a s  a b e r r a n t l y  e x p r e s s e d  i n  p r i m a r y  W R S  c e l l s  a n d  H I R S  c e l l  
l i n e s  a n d  t h a t  e x p e r i m e n t a l  a c t i v a t i o n  o f  N o t c h l  s h o w e d  t h a t  i t s  s i g n a l i n g  c o u l d  
c o n t r i b u t e  t o  p r o l i f e r a t i o n  a n d  a p o p t o s i s  r e s i s t a n c e  o f  W R S  c e l l s .  
L i k e  E B N A 2 ,  N o t c h I C  d o e s  n o t  b i n d  D N A  d i r e c t l y ,  b u t  i s  r e c r u i t e d  t o  i t s  s i t e s  o f  a c t i o n  
t h r o u g h  i n t e r a c t i o n s  w i t h  c e l l u l a r  p r o t e i n s  i n c l u d i n g  R B P - J K I C B F ~  ( H e n k e l  e t  a l ,  1 9 9 4 ;  
L i n g  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  W a l t z e r  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  G r o s s m a n  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  Z i m b e r - S t r o b l  e t  a l . ,  
1 9 9 4 ) .  A l t h o u g h  n o  c e l l u l a r  h o m o l o g u e  o f  t h e  E B N A 2  p r o t e i n  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d ,  t h e  
i n t r a c e l l u l a r  d o m a i n  o f  t h e  N o t c h  r e c e p t o r  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  a  c e l l u l a r  e q u i v a l e n t  f r o m  
a  m e c h a n i s t i c  a n d  f u n c t i o n a l  p o i n t  o f  v i e w  ( H s i e h  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  T h e r e  i s  n o  o b v i o u s  
s e q u e n c e  h o m o l o g y  b e t w e e n  E B N A 2  a n d  N o t c h I C ,  h o w e v e r  b o t h  E B N A 2  a n d  N o t c h I C  
i n t e r a c t  w i t h  s i m i l a r  r e g i o n s  o f  R B P - J d C B F 1  a n d  d i s p l a c e  r e p r e s s o r  p r o t e i n s  b y  t h e i r  
t r a n s - a c t i v a t i o n  d o m a i n s  ( Z i m b e r - S t r o b l  a n d  S t r o b l ,  2 0 0 1 ) .  T h e  s e t  o f  p r o m o t e r s ,  w h i c h  
i s  r e g u l a t e d  b y  E B N A 2  a n d  N o t c h I C  i s  o v e r l a p p i n g  b u t  n o t  i d e n t i c a l .  
I n  t h i s  C h a p t e r ,  t h e  e x p r e s s i o n  o f  N o t c h l  a n d  2  r e c e p t o r s  a n d  t h e  N o t c h  l i g a n d  J a g g e d l  
w a s  i n v e s t i g a t e d  i n  H L .  N o t c h  1  a n d  2  r e c e p t o r s  w e r e  f o u n d  t o  b e  a b u n d a n t l y  e x p r e s s e d  
i n  c u l t u r e d  W R S  c e l l s  i r r e s p e c t i v e  o f  E B V  s t a t u s  a n d  N o t c h  l i g a n d ,  J a g g e d l ,  w a s  
e x p r e s s e d  i n  t h e  E B V - p o s i t i v e  c e l l  l i n e ,  L 5 9 1 .  P r e s e n t a t i o n  o f  N o t c h l  l i g a n d  J a g g e d l  
b y  c o - c u l t i v a t i o n  w i t h  f e e d e r  c e l l s  l e d  t o  i n c r e a s e d  p r o l i f e r a t i o n  o f  c u l t u r e d  W R S  c e l l s .  
J a g g e d l  p r e s e n t a t i o n  e f f e c t e d  N o t c h l  t a r g e t  g e n e  e x p r e s s i o n  v i a  R B P - J d C B F l  i n  L 4 2 8 ,  
L 5 9 1  a n d  D G 7 5  c e l l s  a n d  t h i s  N o t c h 1  a c t i v a t i o n  o f  C B F -  1  e x p r e s s i o n  c o u l d  b e  i n h i b i t e d  
b y  a  d o m i n a n t  n e g a t i v e  R B P - J K .  
I t  h a s  a l r e a d y  b e e n  o b s e r v e d  i n  o u r  l a b o r a t o r y  t h a t  E B N A 2  t r a n s - a c t i v a t e s  t h e  b f l - 1  
p r o m o t e r  i n  a n  R B P - J l d C B F 1  d e p e n d e n t  m a n n e r  w i t h  a n  e s s e n t i a l  r o l e  f o r  a  c o r e  
c o n s e n s u s  C B F l  b i n d i n g  s i t e  o n  t h e  b j Z - 1  p r o m o t e r  ( P e g m a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  A n  e s s e n t i a l  
r o l e  f o r  t h i s  n o v e l  c o n s e n s u s  C B F l  b i n d i n g  s i t e  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  o u r  l a b o r a t o r y  
w h e n  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  s e q u e n c e  b e t w e e n  - 3 6 7  a n d  - 1 2 9  o f  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  
c o n t a i n e d  D N A  s e q u e n c e  e l e m e n t ( s )  t h a t  m e d i a t e d  a  h i g h  p r o p o r t i o n  o f  t h e  o b s e r v e d  
E B N A 2 I C B F l - d e p e n d e n t  t m n s - a c t i v a t i o n .  A  s e a r c h  o f  t h e  a v a i l a b l e  b f l - 1  u p s t r e a m  
t r a n s c r i p t i o n a l  r e g u l a t o r y  r e g i o n  l e d  t o  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  o n e  c o p y  o f  t h e  s e q u e n c e  
m o t i f  5 ' - G G T G G G A A - 3 '  a t  p o s i t i o n  - 2 4 3  t o  - 2 5 0  o n  t h e  i n v e r s e  s t r a n d .  T h i s  e l e m e n t  i s  
p a r t  o f  t h e  c o n s e n s u s  b i n d i n g  s e q u e n c e  f o r  C B F l  ( C G T G G G A A )  a n d  s i t e - d i r e c t e d  
m u t a g e n e s i s  w a s  u s e d  t o  i n t r o d u c e  b a s e  s u b s t i t u t i o n s  i n t o  t h e  c o r e  o f  t h i s  m o t i f  i n  t h e  
r e p o r t e r  p l a s m i d  - 1  3 7 4 / + 8 1 - l u c  s o  a s  t o  e l i m i n a t e  p o t e n t i a l  b i n d i n g  b y  C B F l  ( L i n g  e t  
2 0 0  
a l . ,  1 9 9 4 ;  T u n  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  T h i s  m u t a t i o n  l e d  t o  t h e  n e a r  c o m p l e t e  l o s s  o f  t r a n s -  
a c t i v a t i o n  b y  E B N A 2 .  I t  w a s  s h o w n  t h a t  t r a n s - a c t i v a t i o n  w a s  d e p e n d e n t  b o t h  o n  t h e  
p r e s e n c e  o f  C B F l  a n d  t h e  a b i l i t y  o f  E B N A 2  t o  i n t e r a c t  w i t h  t h i s  c e l l u l a r  p r o t e i n .  I t  w a s  
i n v e s t i g a t e d  w h e t h e r  E B N A 2  c o u l d  a c t i v a t e  b f l - 1  i n  D G 7 5  c e l l s  i n  w h i c h  t h e  C B F l  
g e n e  h a d  b e e n  i n a c t i v a t e d  b y  s o m a t i c  k n o c k o u t  ( M a i e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  B j Z - 1  m R N A  l e v e l s  
w e r e  e x a m i n e d  b y  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  r e a l - t i m e  P C R  i n  D G 7 5  c l o n e s  t h a t  h a d  b e e n  
s t a b l y  t r a n s f e c t e d  w i t h  E R - E B N A 2  a n d  i n  w h i c h  t h e  C B F l  g e n e  h a d  ( S M 2 9 6  D 3 )  o r  
h a d  n o t  ( S M 2 9 5  D 6 )  b e e n  i n a c t i v a t e d .  A d d i t i o n  o f  e s t r o g e n  t o  S M 2 9 6  c e l l s  l e d  t o  a  
s i g n i f i c a n t  t r a n s i e n t  i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  o f  b f l - 1  m R N A  ( p e a k i n g  a t  8 . 7  f o l d  a f t e r  6  h ) ,  
a n  e f f e c t  t h a t  w a s  n o t  s e e n  u p o n  k n o c k o u t  o f  t h e  C B F l  g e n e ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  C B F l  
w a s  r e q u i r e d  f o r  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v a t i o n  o f  b j l - 1  b y  E B N A 2 .  
T h i s  s t u d y  s e t  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  i f  t h e  b f l - 1  g e n e  i s  a  t a r g e t  o f  N o t c h I C .  I n  a  r e l a t e d  
s t u d y  i n  o u r  l a b o r a t o r y ,  i t  w a s  s h o w n  t h a t  l i k e  E B N A 2 ,  N o t c h l I C  t r a n s - a c t i v a t e d  t h e  
R B P - J d C B F l - r e g u l a t e d  c o n t r o l  p r o m o t e r  p G a 9 8 1 - 6  w i t h  a n  e s s e n t i a l  r o l e  f o r  R B P -  
J K I C B F ~ .  H o w e v e r ,  u n l i k e  E B N A 2 ,  m N o t c h l I C  d i d  n o t  t r a n s - a c t i v a t e  t h e  b f l - 1  
p r o m o t e r  r e p o r t e r  c o n s t r u c t  - 1 3 7 4 / + 8 1 - L u c  i n  D G 7 5  c e l l s  a n d  t h e  f a i l u r e  o f  N o t c h l I C  
t o  t r a n s - a c t i v a t e  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  w a s  n o t  d u e  t o  a  w e a k  t r a n s - a c t i v a t i o n  d o m a i n .  T h e  
e f f e c t  o f  J a g g e d l  i n d u c e d  N o t c h l  a c t i v a t i o n  o n  b j Z - I  p r o m o t e r  a c t i v i t y  w a s  e x a m i n e d  i n  
W R S  c e l l  l i n e s  i n  t h i s  s t u d y .  I n  t h e  E B V  n e g a t i v e  L 4 2 8  c e l l  l i n e ,  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  
r e m a i n e d  u n c h a n g e d  w h e n  f e e d e r  c e l l s  w e r e  i n d u c e d  o r  n o n - i n d u c e d  t o  e x p r e s s  J a g g e d 1  
l i g a n d .  I n  t h e  E B V  p o s i t i v e  L 5 9 1  c e l l  l i n e ,  a c t i v a t i o n  o f  N o t c h l  s i g n a l i n g  b y  J a g g e d l  
l i g a t i o n  r e s u l t e d  i n  a  d e c r e a s e  i n  b j Z - 1  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  t o  5 0  %  w h e n  c o m p a r e d  t o  
t h e  n o n - i n d u c e d  c o n t r o l .  T h e  o b v i o u s  d i f f e r e n c e  i n  p r o m o t e r  a c t i v a t i o n  s e e n  i n  L 4 2 8  
a n d  L 5 9 1  c e l l  l i n e s  m a y  b e  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  L 5 9 1  c e l l  l i n e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  
e x p r e s s  E B N A 2  ( F i g u r e  6 . 5 F ) ,  w h i c h  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  E B V - p o s i t i v e  H I R S  c e l l s  o f  
p r i m a r y  H L  t u m o u r  w h e r e  E B N A 2  i s  n o t  e x p r e s s e d .  I t  w a s  t h e r e f o r e  d e c i d e d  n o t  t o  
f u r t h e r  i n v e s t i g a t e  t h e  e x a c t  m e c h a n i s m s  b y  w h i c h  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  w a s  a c t i v a t e d  i n  
L 5 9 1  a s  t h i s  c e l l  l i n e  m a y  n o t  b e  a  g o o d  m o d e l  o f  t h e  H / R S  c e l l  d u e  t o  i t s  d e v i a n c e  f r o m  
E B V  p o s i t i v e  p r i m a r y  t u m o u r  t i s s u e .  T h e  r e q u i r e m e n t  o f  t h e  p u t a t i v e  C B F l  s i t e  ( a t  
p o s i t i o n  - 2 4 3  t o  - 2 4 9 )  o n  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  w a s  n o t  e s s e n t i a l  f o r  c o n f e r r i n g  
r e s p o n s i v e n e s s  o n  t h e  b f l - 1  p r o m o t e r  i n  t h i s  c e l l  c o n t e x t .  T o g e t h e r ,  t h e s e  d a t a  i n d i c a t e  
t h a t  t h e  b f l - 1  g e n e  i s  n o t  a  d o w n s t r e a m  t a r g e t  f o r  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v a t i o n  b y  N o t c h  
s i g n a l i n g  i n  t h i s  c e l l  m i l i e u .  
C H A P T E R  7  E x p r e s s i o n  a n d  
P u r i f i c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  B f l - 1  
u s i n g  a  n o v e l  m o d i f i e d  v e c t o r  a n d  
g e n e r a t i o n  o f  a n t i - B f l - 1  s e r u m  
7 . 1  I n t r o d u c t i o n  
D u e  t o  t h e  u n a v a i l a b i l i t y  o f  r o b u s t  a n t i - B f l - 1  a n t i b o d y  p r e p a r a t i o n s  f o r  s e v e r a l  y e a r s  
n o w ,  m a n y  s t u d i e s  o n  t h e  r o l e  o f  t h i s  g e n e  h a v e  b e e n  l i m i t e d  t o  R N A - b a s e d  a n a l y s e s ,  
a n d  c o n c l u s i o n s  d r a w n  f r o m  t h e s e  c a n n o t  b e  c o n f i r m e d  a t  t h e  p r o t e i n  l e v e l  ( P a r k  e t  a l . ,  
1 9 9 7 ;  K e n n y  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  M o r e b  a n d  Z u c a l i ,  2 0 0 1 ;  T a r t e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  Y o o n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  
E d e l s t e i n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  K O  e t  a l . ,  2 0 0 3 b ;  
W a n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  
T h e  e x p r e s s i o n  o f  a f f i n i t y - t a g g e d  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  i s  a n  e s t a b l i s h e d  m e t h o d  o f  
g e n e r a t i n g  a n t i g e n  f o r  r a i s i n g  a n t i b o d i e s .  A f f i n i t y  t a g s  a r e  h i g h l y  e f f i c i e n t  t o o l s  f o r  
p u r i f y i n g  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  f r o m  c r u d e  e x t r a c t s  ( r e v i e w e d  i n  W a u g h ,  2 0 0 5 ;  T e r p e ,  
2 0 0 3 ) .  T h e  u s e  o f  g e n e t i c a l l y  e n g i n e e r e d  a f f i n i t y  t a g s  f o r  i m p r o v e d  p r o t e i n  p u r i f i c a t i o n  
h a s  i n c r e a s e d  g r e a t l y  i n  r e c e n t  y e a r s  a n d  a f f i n i t y  t a g s  h a v e  b e c o m e  i n d i s p e n s a b l e  t o o l s  
f o r  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  p r o t e o m i c s  i n i t i a t i v e s .  T h e  m o s t  c o m m o n l y  e m p l o y e d  
m e t h o d  u t i l i s e s  i m m o b i l i s e d  m e t a l  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  ( I M A C )  t o  p u r i f y  
r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  c o n t a i n i n g  a  s h o r t  a f f i n i t y - t a g  c o n s i s t i n g  o f  p o l y h i s t i d i n e  ( p o l y  
H i s )  r e s i d u e s  ( P o r a t h  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  
I n  t h e  a b s e n c e  o f  s u i t a b l e  r e a g e n t s ,  t h e  o b j e c t i v e  w a s  s e t  t o  c l o n e  t h e  b j 7 - 1  g e n e  i n t o  a  
a p p r o p r i a t e  e x p r e s s i o n  v e c t o r  a n d  o p t i m i s e  i t s  e x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  f r o m  a  
c o m p a t i b l e  e x p r e s s i o n  h o s t .  O n c e  p u r i f i e d ,  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  u s e d  a s  a n t i g e n  
t o  g e n e r a t e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  B f l - 1 .  
7 . 1 . 1  T h e  Q I A e x p r e s s  s y s t e m  
M A C - p u r i f i e d  r e c o m b i n a n t  B f l -  1  w a s  p r e p a r e d  f r o m  a n  E s c h e r i c h i a  c o l i  ( E .  c o l i )  h o s t  
b y  e x p l o i t i n g  e l e m e n t s  o f  t h e  Q I A e x p r e s s  s y s t e m  f r o m  Q I A g e n .  T h i s  s y s t e m  p r o v i d e s  a  
c o m p l e t e  s y s t e m  f o r  t h e  c l o n i n g ,  e x p r e s s i o n ,  p u r i f i c a t i o n  a n d  d e t e c t i o n  o f  h e t e r o l o g o u s  
p r o t e i n s .  H i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  6 x H i s - t a g g e d  p r o t e i n s  i n  E .  c o l i  i s  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  
p Q E  r a n g e  o f  v e c t o r s  w h i c h  c o n t a i n  a n  o p t i m i s e d  p r o m o t e r - o p e r a t o r  e l e m e n t  c o n s i s t i n g  
o f  t h e  T 5  p r o m o t e r  a n d  t w o  l a c  o p e r a t o r  s e q u e n c e s  t h a t  i n c r e a s e  l a c  r e p r e s s o r  b i n d i n g  
a n d  e n s u r e  e f f i c i e n t  r e p r e s s i o n  o f  t h e  p o w e r f u l  T 5  p r o m o t e r  ( r e c o g n i s e d  b y  t h e  E .  c o l i  
R N A  p o l y m e r a s e ) .  
T h e  l a c  o p e r o n  p r o m o t e r  s y s t e m  i s  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  b a c t e r i a l  e x p r e s s i o n  s y s t e m  
a n d  e n c o d e s  p r o t e i n s  t h a t  f a c i l i t a t e  t h e  u p t a k e  a n d  m e t a b o l i s m  o f  P - g a l a c t o s i d e s  a n d  i s  
s u b j e c t  t o  b o t h  n e g a t i v e  r e g u l a t i o n  ( b y  b i n d i n g  o f  t h e  l a c  r e p r e s s o r  p r o t e i n  t o  t h e  l a c  
o p e r a t o r  a n d  p r e v e n t i n g  t r a n s c r i p t i o n )  a n d  p o s i t i v e  r e g u l a t i o n  ( b y  b i n d i n g  o f  a n  
a c t i v a t o r  t o  t h e  l a c  p r o m o t e r  a n d  s t i m u l a t i n g  t r a n s c r i p t i o n ) .  I P T G  ( a n  a l l o l a c t o s e  
a n a l o g u e )  i s  a  g r a t u i t o u s  i n d u c e r  o f  t h e  l a c  o p e r o n ,  i n s o f a r  a s  i t  c o m p e t e s  s t r o n g l y  w i t h  
t h e  l a c  o p e r a t o r  f o r  b i n d i n g  t o  t h e  l a c  r e p r e s s o r ,  y e t  i s  i t s e l f  i s  n o t  m e t a b o l i s e d  i n  t h e  
p r o c e s s  a n d  c a n ,  t h u s ,  b e  u s e d  t o  i n d u c e  e x p r e s s i o n .  
7 . 1 . 1 . 1  N I C - T e r m i n a l  t a g g i n g  
R e c o m b i n a n t  c o n s t r u c t s  b a s e d  o n  t h e  p Q E  v e c t o r s  c a n  b e  p r o d u c e d  b y  p l a c i n g  t h e  
6 x H i s  t a g  a t  t h e  N - t e r m i n u s  o r  t h e  C - t e r m i n u s  o f  t h e  p r o t e i n  o f  i n t e r e s t .  W h e n  
i n c o r p o r a t i n g  C - t e r m i n a l  H i s  t a g s ,  t h e  c l o n e d  i n s e r t  m u s t  b e  i n - f r a m e  b o t h  w i t h  t h e  
A T G  s t a r t  c o d o n  a n d  t h e  3 '  6 x H i s  c o d i n g  s e q u e n c e .  T h e  C - t e r m i n a l  p l a c e m e n t  o f  t h e  
6 x H i s  t a g  e n s u r e s  o n l y  f u l l - l e n g t h  p r o t e i n s  a r e  p u r i f i e d .  T h e  p Q E 3 0  v e c t o r  ( F i g u r e  
7 . 1 A )  a l l o w s  f o r  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  a  N - t e r m i n a l  6 x H i s  t a g ,  w h i l e  t h e  p Q E 6 0  v e c t o r  
( F i g u r e  7 . 1 B )  f a c i l i t a t e s  C - t e r m i n a l  t a g g i n g  w i t h  6 x H i s .  
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F i g u r e  7 . 1  p Q E 3 0  a n d  p Q E 6 0  v e c t o r  f o r  N - t e r m i n a l  a n d  C - t e r m i n a l  6 x H i s  t a g  
c o n s t r u c t s .  
T h e  3 . 4  k b  p Q E 3 0  ( A )  a n d  p Q E 6 0  ( B )  v e c t o r s  a l l o w  f o r  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  a  N -  
t e r m i n a l  o r  C - t e r m i n a l  6 x H i s  t a g  r e s p e c t i v e l y .  P l a s m i d  f e a t u r e s  i n c l u d e  a n  o p t i m i s e d  
p r o m o t e r - o p e r a t o r  e l e m e n t  c o n s i s t i n g  o f  p h a g e  T 5  p r o m o t e r  a n d  t w o  l a c  o p e r a t o r  
s e q u e n c e s  ( l a c  0 ) ,  w h i c h  i n c r e a s e  l a c  r e p r e s s o r  b i n d i n g  a n d  e n s u r e  e f f i c i e n t  r e p r e s s i o n  
o f  t h e  p o w e r f u l  T 5  p r o m o t e r .  T h e  p l a s m i d s  a l s o  f e a t u r e  a  s y n t h e t i c  r i b o s o m a l  b i n d i n g  
s i t e ,  R B S ,  f o r  h i g h  t r a n s l a t i o n  r a t e s ,  a  m u l t i p l e  c l o n i n g  s i t e  ( M C S )  ( C  f o r  p Q E 3 0  a n d  D  
f o r  p Q E 6 0 )  t o  e n a b l e  f r a g m e n t  i n s e r t i o n  a n d  a  6 x H i s  t a g  c o d i n g  s e q u e n c e  5 '  o r  3 '  t o  t h e  
c l o n i n g  r e g i o n .  I n  p Q E 3 0 ,  t h e  M C S  i s  f o l l o w e d  b y  t r a n s l a t i o n a l  s t o p  c o d o n s  i n  a l l  
r e a d i n g  f r a m e s ,  w h i l e  i n  p Q E 6 0 ,  t h e  6 x H i s  t a g  i s  f o l l o w e d  b y  t r a n s l a t i o n a l  s t o p  c o d o n s  
i n  a l l  r e a d i n g  f r a m e s .  T w o  t r a n s c r i p t i o n a l  t e r m i n a t o r s :  t o  f r o m  p h a g e  l a m b d a  ( S c h w a r z  
e t  a l . ,  1 9 8 7 ) ,  a n d  T 1  f r o m  t h e  r r n B  o p e r o n  o f  E .  c o l i ,  a r e  p r e s e n t  t o  p r e v e n t  r e a d -  
t h r o u g h  t r a n s c r i p t i o n  a n d  e n s u r e  s t a b i l i t y  o f  t h e  e x p r e s s i o n  c o n s t r u c t .  T h e  p l a s m i d s  
h a r b o u r  t h e  b - l a c t a m a s e  g e n e  ( b l a )  c o n f e r r i n g  r e s i s t a n c e  t o  a m p i c i l l i n  a n d  t h e  C o l E l  
o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  ( a d a p t e d  f r o m  Q I A e x p r e s s i o n i s t  m a n u a l ,  2 0 0 3 ) .  
T h e  s m a l l  p e p t i d e  p o l y h i s t i d i n e  t a g  u t i l i s e s  I M A C  t o  p u r i f y  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  
c o n t a i n i n g  a n  a f f i n i t y - t a g  o f  p o l y h i s t i d i n e  r e s i d u e s .  I M A C  i s  b a s e d  o n  t h e  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  a  t r a n s i t i o n  m e t a l  i o n  ( i n  t h i s  s t u d y  t h e  N i c k e l  i o n ,  ~ i ~ + )  i m m o b i l i s e d  o n  a  
m a t r i x  a n d  s p e c i f i c  a m i n o  a c i d  s i d e  c h a i n s  ( i n  t h i s  s t u d y  6 x H i s t i d i n e  r e s i d u e s ) .  H o c h u l i  
e t  a l . ,  ( 1 9 8 7 )  d e v e l o p e d  a  t e t r a d e n t a t e  c h e l a t i n g  a d s o r b e n t ,  n i t r i l o t r i a c e t i c  a c i d  ( N T A ) ,  
f o r  m e t a l - c h e l a t e  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y .  N T A  o c c u p i e s  f o u r  o f  t h e  s i x  l i g a n d  b i n d i n g  
s i t e s  i n  t h e  c o o r d i n a t i o n  s p h e r e  o f  t h e  n i c k e l  i o n ,  l e a v i n g  t w o  s i t e s  f r e e  t o  i n t e r a c t  w i t h  
t h e  6 x H i s  t a g  ( Q I A e x p r e s s i o n i s t ,  2 0 0 3 ) .  T h e  c o m p l e x i n g  o f  t h e  c h e l a t o r s  a n d  m e t a l  i o n s  
i s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  7 . 2 .  I 3 s t i d i n e  i s  t h e  a m i n o  a c i d  t h a t  e x h i b i t s  t h e  s t r o n g e s t  
i n t e r a c t i o n  w i t h  i m r n o b i l i s e d  m e t a l  i o n  m a t r i c e s ,  a s  e l e c t r o n  d o n o r  g r o u p s  o n  t h e  
h i s t i d i n e  i m i d a z o l e  r i n g  r e a d i l y  f o r m  c o o r d i n a t i o n  b o n d s  w i t h  t h e  i m m o b i l i s e d  
t r a n s i t i o n  m e t a l  ( T e r p e ,  2 0 0 3 ) .  
H i s t i d i n e  r e s i d u e s  a r e  i n f r e q u e n t  a m i n o  a c i d s  i n  g l o b u l a r  p r o t e i n s ,  a m o u n t i n g  t o  
a p p r o x i m a t e l y  2  %  o f  t h e  a m i n o  a c i d  c o n t e n t .  T h e  6 x H i s  a f f i n i t y  t a g  i s  p o o r l y  
i m m u n o g e n i c ,  t h e r e f o r e  i t  i s  u s u a l l y  n o t  n e c e s s a r y  t o  r e m o v e  t h e  t a g  f o r  t h e  p u r p o s e s  o f  
a n t i b o d y  g e n e r a t i o n .  A t  p H  8 . 0  t h e  t a g  i s  s m a l l  ( 0 . 8 4  k D a ) ,  u n c h a r g e d ,  a n d  t h e r e f o r e  
d o e s  n o t  g e n e r a l l y  a f f e c t  s e c r e t i o n ,  c o m p a r t m e n t a l i s a t i o n ,  o r  f o l d i n g  o f  t h e  f u s i o n  
p r o t e i n  w i t h i n  t h e  c e l l  ( Q I A e x p r e s s i o n i s t ,  2 0 0 3 ) .  A d d i t i o n a l l y ,  i n  m o s t  c a s e s ,  t h e  6 x H i s  
t a g  d o e s  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  s t r u c t u r e  o r  f u n c t i o n  o f  t h e  p u r i f i e d  p r o t e i n  a s  
d e m o n s t r a t e d  f o r  a  w i d e  v a r i e t y  o f  p r o t e i n s ,  i n c l u d i n g  e n z y m e s ,  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s ,  
a n d  v a c c i n e s .  A n  a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e  o f  t h i s  s y s t e m  i s  t h a t  a n t i - I 3 s  A n t i b o d i e s  c a n  b e  
u s e d  f o r  d e t e c t i o n  o f  t a g g e d  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  d u r i n g  e x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  
s t e p s .  
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F i g u r e  7 . 2  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  n e i g h b o u r i n g  r e s i d u e s  i n  t h e  6 x H i s  t a g  a n d  N i -  
N T A  m a t r i x .  
( A )  N T A  o c c u p i e s  f o u r  o f  t h e  s i x  l i g a n d  b i n d i n g  s i t e s  i n  t h e  c o o r d i n a t i o n  s p h e r e  o f  t h e  
n i c k e l  i o n ,  l e a v i n g  t w o  s i t e s  f r e e  t o  i n t e r a c t  w i t h  t h e  6 x H i s  t a g .  N T A  b i n d s  m e t a l  i o n s  
f a r  m o r e  s t a b l y  t h a n  o t h e r  a v a i l a b l e  c h e l a t i n g  r e s i n s  ( H o c h u l i ,  1 9 8 9 )  a n d  r e t a i n s  t h e  i o n s  
u n d e r  a  w i d e  v a r i e t y  o f  c o n d i t i o n s ,  e s p e c i a l l y  u n d e r  s t r i n g e n t  w a s h  c o n d i t i o n s .  ( B )  T h e  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  6 x H i s  t a g  a n d  t h e  N i - N T A  r e s i n  i s  p r e s e n t e d  i n  a  3 D  f o r m a t  
( a d a p t e d  f r o m  Q I A e x p r e s s i o n i s t  M a n u a l ,  2 0 0 3 ) .  
7 . 1 . 3  E x p r e s s i o n  h o s t s  
A  v a r i e t y  o f  e x p r e s s i o n  h o s t s  a r e  a v a i l a b l e  f o r  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n c l u d i n g  
b a c t e r i a ,  m a m m a l i a n  c e l l s ,  i n s e c t  c e l l s  ( u s i n g  b a c u l o v i r u s  v e c t o r s ) ,  y e a s t  a n d  p l a n t s .  
G e n e r a l l y ,  m o s t  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  c a n  b e  c l o n e d  a n d  e x p r e s s e d  a t  h i g h  l e v e l s  i n  E .  
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c o l i .  H o w e v e r  m a n y  p o l y p e p t i d e  g e n e  p r o d u c t s  e x p r e s s e d  i n  E .  c o l i  a c c u m u l a t e  a s  
i n s o l u b l e  a g g r e g a t e s  t h a t  l a c k  f u n c t i o n a l  a c t i v i t y .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  u s e  o f  E .  c o l i  a s  a n  
e x p r e s s i o n  h o s t  c a n  p r e s e n t  p r o b l e m s  w i t h  c e l l  t o x i c i t y ,  p r o t e i n  i n s t a b i l i t y ,  i m p r o p e r  
p r o c e s s i n g  o r  p o s t - t r a n s l a t i o n a l  m o d i f i c a t i o n  a n d  i n e f f i c i e n t  t r a n s l a t i o n  
( Q I A e x p r e s s i o n i s t ,  2 0 0 3 ) .  T h e  u s e  o f  E .  c o l i  s t r a i n  M 1 5  [ p R E P 4 ]  ( T a b l e  2 - 3 )  i s  
r e c o m m e n d e d  b y  Q I A g e n  f o r  h i g h - l e v e l  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  u s i n g  t h e  r a n g e  
o f  p Q E  v e c t o r s .  T h e  M I 5  s t r a i n  i s  d e r i v e d  f r o m  E .  c o l i  K 1 2  a n d  c o n t a i n s  a  l o w  c o p y  
n u m b e r  o f  t h e  p R E P 4  p l a s m i d ,  w h i c h  c o n f e r s  k a n a m y c i n  r e s i s t a n c e  a n d  c o n s t i t u t i v e l y  
e x p r e s s e s  t h e  l a c  r e p r e s s o r  p r o t e i n  e n c o d e d  b y  t h e  l a c  I  g e n e .  S i m i l a r l y ,  E .  c o l i  s t r a i n s  
t h a t  h a r b o u r  t h e  l a c P  m u t a t i o n  a l s o  p r o d u c e  e n o u g h  l a c  r e p r e s s o r  t o  e f f i c i e n t l y  r e g u l a t e  
a n d  r e p r e s s  t h e  T 5  p r o m o t e r .  S t r a i n s  h a r b o u r i n g  t h e  l a c P  m u t a t i o n  i n c l u d e  J M 1 0 9 ,  
S U R E  2 ,  X L - 1  B l u e ,  N o v a B l u e ,  R o s e t t a B l u e  a n d  X L  1 0 - G o l d .  
O n e  l i m i t a t i o n  o f  t h e  u s e  o f  E .  c o l i  s t r a i n s  f o r  r e c o m b i n a n t  h e t e r o l o g o u s  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  i s  t h e  d e v i a n t  c o d o n  u s a g e  f r o m  t h e  E .  c o l i  g e n e  r e p e r t o i r e .  M o s t  a m i n o  
a c i d s  a r e  e n c o d e d  b y  m o r e  t h a n  o n e  c o d o n ,  a n d  e a c h  o r g a n i s m  c a r r i e s  i t s  o w n  b i a s  i n  
t h e  u s a g e  o f  t h e  6 1  a v a i l a b l e  a m i n o  a c i d  c o d o n s .  I n  e a c h  c e l l ,  t h e  t R N A  p o p u l a t i o n  
c l o s e l y  r e f l e c t s  t h e  c o d o n  b i a s  o f  t h e  m R N A  p o p u l a t i o n  ( I k e m u r a ,  1 9 8 1 ;  D o n g  e t  a l . ,  
1 9 9 6 ) .  A  s u b s e t  o f  c o d o n s ,  n a m e l y  A G G I A G A ,  C G A I C G G ,  A U A ,  C U A ,  G G A  a n d  
C C C  a r e  r a r e l y  e x p r e s s e d  i n  E .  c o l i  a n d  a p p e a r  t o  c a u s e  p r o b l e m s  f r o m  a  t r a n s l a t i o n a l  
p o i n t  o f  v i e w .  I f  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  b e i n g  e x p r e s s e d  c o n t a i n s  s e v e r a l  o f  t h e s e  r a r e  
c o d o n s  t h e  p r o t e i n  m a y  n o t  b e  e x p r e s s e d  d u e  t o  t h i s  t r a n s l a t i o n a l  l i m i t a t i o n .  E .  c o l i  
~ o s e t t a ~ l u e ~ ~  ( T a b l e  2 - 3 )  a n d  E .  c o l i  ~ o s e t t a ~ ~  ( N o v a g e n )  s t r a i n s  h a v e  b e e n  
e n g i n e e r e d  t o  p r o v i d e  t h e  t R N A s  f o r  r a r e l y  e x p r e s s e d  c o d o n s  o n  a  c h l o r a m p h e n i c o l  
r e s i s t a n t  p l a s m i d ,  p R A R E .  T h e  u s e  o f  E .  c o l i  ~ o s e t t a ~ l u e ~ ~  o r  E .  c o l i  ~ o s e t t a ~ ~  s t r a i n s
a s  e x p r e s s i o n  h o s t s  f a c i l i t a t e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  p r o t e i n s  t h a t  w o u l d  o t h e r w i s e  b e  l i m i t e d  
b y  c o d o n  b i a s  i n  E .  c o l i .  
7 . 1 . 4  S u m m a r y  o f  R e s u l t s  
T h e  a b o v e  t e c h n o l o g i e s  w e r e  e x p l o i t e d  f o r  s u b c l o n i n g  o f  t h e  b f l - 1  o p e n  r e a d i n g  f r a m e  
( O R F )  a n d  h e t e r o l o g o u s  e x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  a  r e c o m b i n a n t  B f l - 1  p r o t e i n  i n  
t h e  m a n n e r  o u t l i n e d  b e l o w .  
D i r e c t i o n a l  c l o n i n g  o f  t h e  b j 2 - 1  O R F  a n d  t h e  N - t e r m i n a l  ( p Q E 3 0 )  o r  C - t e r m i n a l  
( p Q E 6 0 )  H i s - t a g  v e c t o r s  ( Q i a g e n ,  W e s t  S u s s e x ,  U K )  s u c c e s s f u l l y  g e n e r a t e d  
r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s  c a p a b l e  o f  h i g h  l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  t h e  B f l - 1  p r o t e i n  f u s e d  t o  a  
6 x h i s t i d i n e  t a g  ( H i s - B f l - 1  f o r  p Q E 3 0 - B f l -  1  o r  B f l -  1  - H i s  f o r  p Q E 6 0 - B f l - 1 ) .  I n i t i a l  
a t t e m p t s  a t  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  f a i l e d  i n  s o m e  E .  c o l i  s t r a i n s  p r o b a b l y  d u e  t o  a  m a j o r  
c o d o n  b i a s  b e t w e e n  t h e  b j l - 1  g e n e  a n d  E .  c o l i  g e n e s .  H i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  w a s  
a c h i e v e d  i n  a n  E ,  c o l i  s t r a i n  e q u i p p e d  w i t h  t h e  t r a n s f e r  R N A s  ( t R N A s )  f o r  r a r e  c o d o n s .  
P u r i f i c a t i o n  o f  H i s - B f l - 1  o r  B f l - ] - H i s  f r o m  s m a l l - s c a l e  e x p r e s s i o n  c u l t u r e s  w a s  
a t t e m p t e d  u n d e r  n a t i v e  a n d  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  u s i n g  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  N T A  
r e s i n  i n  a  b a t c h  I M A C  p r o c e d u r e  b u t  w a s  n o t  a c h i e v e d .  
F o r  t h e  r e a s o n s  o u t l i n e d  i n  S e c t i o n  7 . 2 . 5  a n d  t o  o v e r c o m e  t h i s  c h a l l e n g e ,  a  n o v e l  v e c t o r  
( p G S L i n k )  w a s  d e s i g n e d  a n d  c o n s t r u c t e d  t o  p e r m i t  h i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  a  p r o t e i n  
l i n k e d  a t  t h e  N -  o r  C - t e r m i n a l  t o  a  H i s - t a g  b y  a  f l e x i b l e ,  p o o r l y  i m m u n o g e n i c  l i n k e r  
p e p t i d e  o f  2 1  g l y c i n e  a n d  s e r i n e  a m i n o  a c i d s ;  ( G l y d S e r ) & l y .  T h e  b f l - 1  c o d i n g  f r a g m e n t  
w a s  d i r e c t i o n a l l y  c l o n e d  i n t o  t h i s  n o v e l  v e c t o r  t o  p r o d u c e  t h e  f u s i o n  c o n s t r u c t s ;  
p G S L i n k - N - B f l -  1  a n d  p G S L i n k - C - B f l -  1 ,  f r o m  w h i c h  t h e  H i s - L i n k e r - B f l -  1  a n d  B f l -  l -  
L i n k e r - H i s  f u s i o n  p r o t e i n s  w e r e  s u c c e s s f u l l y  o v e r e x p r e s s e d  a n d  p u r i f i e d  u s i n g  I M A C .  
A  m a n u s c r i p t  a r i s i n g  f r o m  t h i s  w o r k  w a s  r e c e n t l y  p u b l i s h e d  i n  A n a l y t i c a l  B i o c h e m i s t r y  
( L o u g h r a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  P u r i f i e d  r e c o m b i n a n t  B f l - 1  w a s  t h e n  u s e d  t o  i m r n u n i s e  a  r a b b i t  
( C u s t o m  H y b r i d o m a  L a b o r a t o r i e s )  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  B f l - 1 .  
A n t i - s e r a  w a s  c o l l e c t e d  a n d  t e s t e d  b y  E L I S A  f o r  r e a c t i v i t y  w i t h  t h e  H i s - t a g g e d  B f l - 1  
a n t i g e n  o v e r  a  r a n g e  o f  d i l u t i o n s .  A n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  m s - t a g g e d  B f l - 1  i n  t h e  r a b b i t  
s e r u m  w a s  s h o w n  t o  d e t e c t  t h e  a n t i g e n  o v e r  t h e  s e r u m  d i l u t i o n  r a n g e  o f  1 1 3 0 0  a n d  
1 1 1 9 , 2 0 0 .  T h e  a n t i - s e r a  w a s  s u b s e q u e n t l y  t e s t e d  f o r  r e a c t i v i t y  w i t h  t h e  a n t i g e n  b y  
w e s t e r n  b l o t  a n d  w a s  s h o w n  t o  d e t e c t  H i s - t a g g e d  B f l - 1  p r o t e i n  o v e r  a  r a n g e  o f  a n t i b o d y  
d i l u t i o n s  b u t  d i d  n o t  r e a c t  w i t h  a n  u n r e l a t e d  H i s - t a g g e d  p r o t e i n  i n d i c a t i n g  t h a t  
a n t i b o d i e s  w e r e  s p e c i f i c  f o r  t h e  B f l - 1  p o r t i o n  o f  t h e  f u s i o n  p r o t e i n .  T h e  a n t i - s e r a  i s  
c u r r e n t l y  b e i n g  t e s t e d  f o r  i t s  a b i l i t y  t o  d e t e c t  e n d o g e n o u s  B f l - 1  p r o t e i n  i n  h u m a n  c e l l  
l i n e s .  
7 . 2  R e s u l t s  
T o  e x p r e s s  r e c o m b i n a n t  H i s - t a g g e d  h u m a n  B f l - 1  i n  E .  c o l i  t h e  b f l - 1  O R F  w a s  i n i t i a l l y  
i n s e r t e d  i n t o  t h e  e x p r e s s i o n  v e c t o r  p Q E 3 0  o f  t h e  Q I A e x p r e s s  s y s t e m  ( S e c t i o n  7 . 1 . 1 )  t o  
p r o d u c e  p Q E 3 0 - B f l - 1  c a p a b l e  o f  e x p r e s s i o n  o f  N - t e r m i n a l  H i s - t a g g e d  B f l - 1  f u s i o n  
p r o t e i n .  p Q E 3 0  w a s  t h e  i n i t i a l  v e c t o r  o f  c h o i c e  a s  t h e  o p t i m i s e d  t r a n s l a t i o n  i n i t i a t i o n  
r e g i o n  i n  t h e  p Q E  e x p r e s s i o n  v e c t o r s  e n a b l e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  p r o t e i n s  i n  N - t e r m i n a l  
t a g  c o n s t r u c t s  2 - 4  t i m e s  m o r e  e f f i c i e n t l y  t h a n  p r o t e i n s  w i t h  a  C - t e r m i n a l  a f f i n i t y  t a g  
( Q I A e x p r e s s i o n i s t ,  2 0 0 3 ) .  A l s o  o n l y  t h e  5 '  e n d  o f  t h e  O R F  m u s t  b e  l i g a t e d  i n  f r a m e  a s  
t h e  N - t e r m i n a l  c o n s t r u c t s  c o n t a i n  t e r m i n a t i o n  c o d o n s  i n  a l l  t h r e e  r e a d i n g  f r a m e s .  
H o w e v e r ,  f o r  t h e  r e a s o n s  o u t l i n e d  i n  S e c t i o n  7 . 2 . 2 ,  t h e  b f l - 1  i n s e r t  w a s  s u b s e q u e n t l y  
c l o n e d  i n t o  t h e  p Q E 6 0  v e c t o r  ( t o  p r o d u c e  t h e  C - t e r m i n a l  t a g g e d  c o n s t r u c t  p Q E 6 0 - B f l -  
1 ) .  I n  t h e  i n t e r e s t  o f  s u c c i n c t n e s s ,  t h e  c l o n i n g  o f  p Q E 3 0 - B f l - 1  a n d  p Q E 6 0 - B f l - 1  a r e  
d e s c r i b e d  t o g e t h e r  b e l o w .  
7 . 2 . 1  C l o n i n g  o f  p Q E 3 0 - B f l - 1  a n d  p Q E 6 0 - B f l - 1  
F i r s t l y  t h e  b j Z - I  O R F  w a s  a m p l i f i e d  b y  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R )  ( S e c t i o n  2 . 3 . 5 )  
u s i n g  t h e  c o n s t r u c t  p C D N A 3 - H A - B f l - 1  ( T a b l e  2 - 5 )  a s  t e m p l a t e  D N A .  T h i s  c o n s t r u c t  
c o n t a i n s  t h e  f u l l  l e n g t h  b f l - l  O R F  s u b - c l o n e d  d o w n s t r e a m  o f  a  h e m a g g l u t i n i n  ( H A )  
p e p t i d e  ( d e r i v e d  f r o m  t h e  h u m a n  i n f l u e n z a  H A  p r o t e i n )  i n  p C D N A 3  ( D ' S a - E i p p e r  e t  
n l . ,  1 9 9 6 ) .  p C D N A 3 - H A - B f l - I  D N A  w a s  f i r s t  c h a r a c t e r i s e d  b y  r e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  
( S e c t i o n  2 . 3 . 3 )  p r i o r  t o  P C R  ( n o t  s h o w n ) .  T h e  b j i - 1  O R F  w a s  a m p l i f i e d  b y  P C R  i n  t w o  
s e p a r a t e  P C R  r e a c t i o n s  w i t h  p r i m e r  p a i r s  b f l ( 3 0 ) F / b f l ( 3 0 ) R  a n d  b f l ( 6 0 ) F / b f l ( 6 0 ) R  
( s e q u e n c e s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  2 - 6 )  w h i c h  l e d  t o  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  B a l n H U H i n d I I I  a n d  
N c o I / B a m H I  r e s t r i c t i o n  s i t e s  ( u n d e r l i n e d  i n  p r i m e r s )  a t  t h e  5 ' 1 3 '  e n d  o f  t h e  r e s p e c t i v e  
P C R  p r o d u c t s .  
F o l l o w i n g  P C R ,  t h e  p r o d u c t s  w e r e  a n a l y s e d  b y  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( S e c t i o n  
2 . 3 . 1 3 )  t o  c h e c k  f o r  m i g r a t i o n  o f  f r a g m e n t s  a t  t h e  e x p e c t e d  s i z e  ( F i g u r e  7 . 3 A ;  s h o w n  f o r  
b f l ( 6 0 )  p r o d u c t ,  b f l ( 3 0 )  p r o d u c t  n o t  s h o w n ) .  T h e  P C R  p r o d u c t s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  
p u r i f i e d  u s i n g  t h e  w i z a r d a  D N A  p u r i f i c a t i o n  s y s t e m  ( S e c t i o n  2 . 3 . 6 ) ,  d i g e s t e d  w i t h  
B n 1 ? z H W i n d I I 1  ( b f l ( 3 0 )  p r o d u c t )  o r  N c o L ! B n r n H I  ( b f l ( 6 0 )  p r o d u c t )  a n d  p u r i f i e d  b y  
p h e n o l : c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  f o l l o w e d  b y  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  ( S e c t i o n  2 . 3 . 2 ) .  
2 1 0  
T h e  p Q E 3 0  a n d  p Q E 6 0  e x p r e s s i o n  v e c t o r s  ( F i g u r e  7 . 1 )  w e r e  f i r s t l y  c h a r a c t e r i s e d  b y  
r e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  ( F i g u r e  7 . 3 B  s h o w n  f o r  p Q E 6 0  o n l y ) .  P r i o r  t o  l i g a t i o n ,  t h e  p l a s m i d s  
w e r e  l i n e a r i s e d  b y  r e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  w i t h  B a r n H I I H i n d I I I  o r  N c o I B a m H I  r e s t r i c t i o n  
e n z y m e s  r e s p e c t i v e l y ,  f o l l o w e d  b y  d e p h o s p h o r y l a t i o n  u s i n g  c a l f  i n t e s t i n a l  p h o s p h a t a s e  
( C I P )  ( S e c t i o n  2 . 3 . 4 )  t o  p r e v e n t  r e c i r c u l a r i s a t i o n  o f  t h e  l i n e a r i s e d  D N A .  T h e  l i n e a r i s e d ,  
C I P - t r e a t e d  D N A  w a s  t h e n  p u r i f i e d  b y  p h e n o 1 : c h l o r o f o n n  e x t r a c t i o n  f o l l o w e d  b y  
e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n .  T h e  d i g e s t e d ,  p u r i f i e d  P C R  p r o d u c t s  w e r e  t h e n  s u b - c l o n e d  i n t o  
t h e  B a m H Y H i n d I I I  s i t e s  o f  p Q E 3 0  o r  t h e  N c o I / B a r n H I  s i t e s  o f  p Q E 6 0 .  L i g a t i o n s  
( S e c t i o n  2 . 3 . 7 )  o f  v e c t o r s  a n d  i n s e r t  D N A  w e r e  c a r r i e d  o u t  o v e r n i g h t  a t  1 6  " C .  
F i g u r e  7 . 3  A n a l y s i s  o f  t h e  c l o n i n g  s t e p s  i n  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  
v e c t o r  p Q E 6 0 - B f l - 1  
T h e  p Q E 6 0 - B f l - 1  e x p r e s s i o n  p l a s m i d  w a s  c o n s t r u c t e d  b y  c l o n i n g  t h e  b j Z - 1  g e n e  i n t o  t h e  
p l a s m i d  p Q E 6 0 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2  %  ( A ) ,  0 . 7  %  ( B )  a n d  1  %  ( C )  a g a r o s e - 1  
X  T A E  g e l  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  1 0 0  V  f o r  1  h  i n  1  X  T A E )  w a s  u s e d  t o  m o n i t o r  c l o n i n g  
s t e p s .  ( A )  L a n e  1 ;  1 0 0  b p  l a d d e r  ( I n v i t r o g e n ) ,  L a n e  2 ;  T h e  a m p l i f i e d  D N A  f r a g m e n t  
e n c o d i n g  b J Z - 1  f o l l o w i n g  d i g e s t i o n  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  w a s  a b o u t  
0 . 5 3  k b ,  i n d i c a t e d  b y  b l a c k  a r r o w .  ( B )  P l a s m i d  v e c t o r  p Q E 6 0 ,  L a n e  1 ;  1  k b  l a d d e r ,  L a n e  
2 ;  p Q E 6 0  p l a s m i d  a t  3 . 4  k b .  ( C )  R e s t r i c t i o n  a n a l y s i s  o f  s e l e c t e d  t r a n s f o r m a n t s  o f  
p Q E 6 0 - B f l - l  w i t h  N c o V B a r n H I  r e v e a l e d  t h e  p r e d i c t e d  b a n d s  o f  - 0 . 5 3  k b  i n d i c a t i n g  t h a t  
t h e  f u s i o n  c o n s t r u c t s  h a d  b e e n  s u c c e s s f u l l y  g e n e r a t e d .  L a n e  1 ;  U n d i g e s t e d  p Q E 6 0 - B f l - 1  
p l a s m i d  D N A ,  L a n e  2 ;  p Q E 6 0 - B f l - 1  d i g e s t e d  w i t h  N c o I  a n d  B a m H I ,  t h e  e x c i s e d  b J Z - 1  
f r a g m e n t  i s  i n d i c a t e d  b y  a  b l a c k  a r r o w ,  L a n e  3 ;  1  k b  l a d d e r .  
F o l l o w i n g  t h e  l i g a t i o n  r e a c t i o n ,  c o m p e t e n t  E .  c o l i  J M 1 0 9  ( S e c t i o n  2 . 3 . 8 )  c e l l s  w e r e  
t r a n s f o r m e d  ( S e c t i o n  2 . 3 . 9 )  w i t h  t h e  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d .  T r a n s f o r m a n t s  w e r e  s e l e c t e d  
f o r  a m p i c i l l i n  ( 1 0 0  & m l )  r e s i s t a n c e .  F o l l o w i n g  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n  a t  3 7  " C ,  c o l o n i e s  
w e r e  e v i d e n t  o n l y  o n  t h e  p l a t e s  t h a t  h a d  b e e n  i n o c u l a t e d  w i t h  c e l l s  t r a n s f o r m e d  w i t h  
d i g e s t e d  C I P - t r e a t e d  p l a s m i d  p l u s  c o r r e s p o n d i n g  d i g e s t e d  P C R  p r o d u c t  a n d  n o t  o n  
c o n t r o l  ( v e c t o r  o n l y  o r  i n s e r t  o n l y )  p l a t e s .  A  n u m b e r  o f  c o l o n i e s  w e r e  r a n d o m l y  s e l e c t e d  
a n d  i n d i v i d u a l l y  s u b - c u l t u r e d  i n t o  f r e s h  5  m l  v o l u m e s  o f  L B  b r o t h .  T h e  s e l e c t e d  c l o n e s  
w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7  " C  w i t h  s h a k i n g  a t  2 0 0  r p m ,  r e a c h i n g  s t a t i o n a r y  g r o w t h  
p h a s e .  C e l l s  w e r e  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  6 , 0 0 0  x  g .  P l a s m i d  i s o l a t i o n  ( S e c t i o n  
2 . 3 . 1 0 )  w a s  p e r f o r m e d  o n  t h e  r e s u l t i n g  c e l l  p e l l e t .  R e s t r i c t i o n  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  
o n  t h e  r e s u l t a n t  D N A  t o  d e t e c t  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  b j 2 - 1  i n s e r t  a t  t h e  e x p e c t e d  s i z e  
( F i g u r e  7 . 3 C  s h o w n  f o r  p Q E 6 0 - B f l - 1  o n l y ) .  
I n  o r d e r  t o  v e r i f y  t h a t  t h e  b j Z - 1  i n s e r t  h a d  b e e n  f a i t h f u l l y  c l o n e d  i n  t e r m s  o f  n u c l e o t i d e  
c o n t e n t  a n d  w a s  ' i n - f r a m e ' ,  p l a s m i d  D N A  w a s  s e q u e n c e d  ( S e c t i o n  2 . 3 . 1 4 )  u s i n g  p Q E  
F o r  a n d  p Q E  R e v  p r i m e r s  ( T a b l e  2 - 6 ) .  S e q u e n c i n g  r e s u l t s ,  r e c e i v e d  a s  l i n e a r  n u c l e o t i d e  
s e q u e n c e s ,  w e r e  a l i g n e d  w i t h  t h e  k n o w n  n u c l e i c  a c i d  s e q u e n c e  o f  t h e  b f l - 1  g e n e  u s i n g  
t h e  C l u s t a l W  m u l t i p l e  a l i g n m e n t  p r o g r a m  ( T a b l e  2 - 4 ) .  T h e  p Q E 3 0 - B f l - 1 -  a n d  p Q E 6 0 -  
B f l - 1 - d e r i v e d  p l a s m i d  D N A ,  d e m o n s t r a t e d  1 0 0  %  h o m o l o g y  w i t h  t h e  n a t i v e  b f l - 1  g e n e  
a s  d e r i v e d  f r o m  t h e  B f l - 1  c o d i n g  s e q u e n c e  w i t h  G e n B a n k  a c c e s s i o n  n u m b e r  U 2 7 4 6 7  
( F i g u r e  7 . 4 ) .  T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  t h e  H i s - t a g g e d  B f l - 1  c l o n e s  w e r e  t r a n s l a t e d  t o  
a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  u s i n g  t h e  ' T r a n s l a t e '  b i o i n f o r m a t i c s  t o o l  ( T a b l e  2 - 4 ) .  T h e  
p h y s i c o - c h e m i c a l  p a r a m e t e r s  ( T a b l e  7 - 1 )  o f  t h e  p r o t e i n  s e q u e n c e s  w e r e  t h e n  c a l c u l a t e d  
u s i n g  t h e  ' P r o t P a r a m '  b i o i n f o r m a t i c s  t o o l  ( T a b l e  2 - 4 ) .  
T a b l e  7 - 1  P r e d i c t e d  p h y s i c o - c h e m i c a l  p a r a m e t e r s  o f  H i s - B f l - l / B f l - 1 - H i s  
P a r a m e t e r  H i s - B f l - 1  B f l -  1 - H i s  
-  -  -  
N u m b e r  o f  a m i n o  a c i d s  1 8 9  1 8 6  
M o l e c u l a r  w e i g h t :  k D a  
T h e o r e t i c a l  p I  
E x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t s  M - '  c m - ' ,  a t  2 8 0  n m  3  1 1 9 0  3 1 1 9 0  
F i g u r e  7 . 4  S e q u e n c e  v e r i f i c a t i o n  o f  p Q E 3 O - B f l - 1  a n d  p Q E 6 0 - B f l - 1 .  
T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  t h e  i n s e r t e d  f r a g m e n t s  w a s  v e r i f i e d  b y  s e q u e n c i n g  u s i n g  
p Q E  v e c t o r  s p e c i f i c  f o r w a r d  a n d  r e v e r s e  p r i m e r s  a n d  p Q E 3 0 - B f l -  1  ( A )  o r  p Q E 6 0 - B f l - 1  
( B )  a s  t e m p l a t e .  S e q u e n c e  r e s u l t s  w e r e  a l i g n e d  w i t h  t h e  p u b l i s h e d  b f l - 1  s e q u e n c e  
( G e n B a n k  A c c e s s i o n  n u m b e r :  U 2 7 4 6 7 )  u s i n g  C l u s t a l W .  S e q u e n c e s  h i g h l i g h t e d  i n  g r e y  
d e m o n s t r a t e d  1 0 0  %  h o m o l o g y .  I t  w a s  a p p a r e n t  f r o m  t h e s e  r e s u l t s  t h a t  t h e  c l o n e d  g e n e  
w a s  1 0 0  %  h o m o l o g o u s  w i t h  t h e  n a t i v e  n u c l e i c  a c i d  s e q u e n c e  o f  b f l - 1 .  T h e  o n l y  a r e a s  
o f  n o n - h o m o l o g y  ( u n h i g h l i g h t e d )  w e r e  t h e  N -  a n d  C - t e r m i n a l  6 x H i s  c o d i n g  s e q u e n c e s  
( p Q E 3 0 -  a n d  p Q E 6 0 - B f l - 1  r e s p e c t i v e l y ) ,  t h e  r e m a i n i n g  r e s t r i c t i o n  s i t e s  o f  t h e  M C S  o f  
p Q E 3 0 - B f l - 1  a n d  p Q E 6 0 - B f l - 1 )  a n d  t h e  R G S  p e p t i d e  a t  t h e  5 '  e n d  o f  t h e  6 x H i s  t a g  i n  
p Q E 3 0 - B f l -  1 .  
O n c e  i t  w a s  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  b f l - 1  O R F  h a d  l i g a t e d  c o r r e c t l y  w i t h  p Q E 3 0  o r  p Q E 6 0  
i n  t h e  c o r r e c t  r e a d i n g  f r a m e  r e l a t i v e  t o  t h e  H i s - t a g ,  s t o p l s t a r t  c o d o n s ,  p l a s m i d  D N A  
f r o m  s e l e c t e d  t r a n s f o r m a n t s  w a s  t h e n  u s e d  t o  t r a n s f o r m  E .  c o l i  s t r a i n s  M 1 5 [ p R E P 4 ]  a n d  
X L 1 0 - G o l d  ( c a p a b l e  o f  i n d u c i b l e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n ) .  T r a n s f o r m a n t s  
w e r e  s e l e c t e d  f o r  a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e  ( M l S [ p R E P 4 ] :  a m p i c i l l i n ;  1 0 0  & m l ,  k a n a m y c i n ;  
5 0  d m 1  a n d  X L - 1 0  G o l d :  a m p i c i l l i n ;  1 0 0  d m l ,  t e t r a c y c l i n e ;  1 0  & m l ,  
c h l o r a m p h e n i c o l ;  2 5  p g / m l )  a n d  s u b s e q u e n t l y  s c r e e n e d  f o r  p r o t e i n  e x p r e s s i o n .  
7 . 2 . 2  P r o t e i n  e x p r e s s i o n  
S e v e r a l  s i n g l e  c o l o n i e s  f r o m  E .  c o l i  s t r a i n s  M 1 5 [ p R E P 4 ]  a n d  X L 1 0 - G o l d  h a r b o u r i n g  
e x p r e s s i o n  p l a s m i d s  e n c o d i n g  K s - B f l - 1  ( p Q E 3 0 - B f l - 1 )  a n d  B f l - 1 - H i s  ( p Q E 6 0 - B f l - 1 )  
f u s i o n  p r o t e i n s  w e r e  s c r e e n e d  f o r  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 8 . 1 .  S D S -  
P A G E  a n a l y s i s  ( S e c t i o n  2 . 7 . 2 )  ( 1 5  %  s e p a r a t i n g  g e l ,  5  %  s t a c k i n g  g e l )  w a s  u s e d  t o  
c o n f i r m  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  a t  t h e  p r e d i c a t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  ( H i s - B f l - l / B f l - 1 - H i s ;  
- 2  1  K D a )  ( T a b l e  7 -  1 ) .  
A s  s t a t e d  i n  S e c t i o n  7 . 2 ,  t h e  f i r s t  H i s - t a g g e d  B f l - 1  c o n s t r u c t  t o  b e  c l o n e d  w a s  t h e  N -  
t e r m i n a l  t a g  c o n s t r u c t ;  p Q E 3 0 - B f l - 1 .  T h i s  c o n s t r u c t  w a s  f i r s t  t r a n s f o r m e d  i n t o  t h e  
M 1 5 [ p R E P 4 ]  E .  c o l i  s t r a i n ,  h o w e v e r ,  d e s p i t e  s e v e r a l  a t t e m p t s ,  r e c o m b i n a n t  H i s - t a g g e d  
B f l - 1  ( i n  M 1 5 [ p R E P 4 ]  c e l l s  h a r b o u r i n g  p Q E 3 0 - B f l - 1 )  w a s  n o t  d e t e c t e d  f o l l o w i n g  
i n d u c t i o n  o f  e x p r e s s i o n  w i t h  I P T G  a n d  S D S - P A G E  a n a l y s i s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  
A  r e - a s s e s s m e n t  o f  t h e  d e s i g n  o f  t h e  s y s t e m  ( v e c t o r  a n d  h o s t  c h o i c e s )  w a s  p e r f o r m e d  i n  
o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  p o s s i b l e  c a u s e  o f  t h e  f a i l u r e  t o  d e t e c t  H i s - t a g g e d  B f l - 1 .  O n e  
p o s s i b i l i t y  w a s  t h a t  a n  u n d e t e c t e d  f r a m e  s h i f t  o r  t r a n s l a t i o n a l  s t o p  c o d o n  w o u l d  l e a d  t o  
p r e m a t u r e  t e r m i n a t i o n  o f  t r a n s l a t i o n  ( s w i t c h i n g  t h e  t a g  t o  t h e  C - t e r m i n u s  w o u l d  e n s u r e  
o n l y  f u l l - l e n g t h  f u s i o n  p r o t e i n  w o u l d  b e  p u r i f i e d ) .  I n  s o m e  c a s e s  t h e  5 '  e n d  o f  t h e  
i n s e r t e d  D N A  s e q u e n c e  m a y  e n c o d e  e l e m e n t s  t h a t  i n t e r f e r e  w i t h  t r a n s c r i p t i o n  o r  
t r a n s l a t i o n  b y  m a s k i n g  o f  t h e  S h i n e - D a l g a r n o  s e q u e n c e  b y  s t e m - l o o p  s t r u c t u r e s  
r e s u l t i n g  f r o m  i n v e r t e d  r e p e a t s .  S w i t c h i n g  t h e  t a g  t o  t h e  o p p o s i t e  t e r m i n u s ,  
m o d i f i c a t i o n s  o f  g r o w t h  m e d i a  a n d  t h e  u s e  o f  d i f f e r e n t  h o s t  s t r a i n s  m a y  c o r r e c t  t h i s  
p r o b l e m  ( Q I A e x p r e s s i o n i s t ,  2 0 0 3 ) .  A l s o ,  l o w  l e v e l  o r  n o  e x p r e s s i o n  c a n  o c c u r  b e c a u s e  
t h e  p r o t e i n  i s  t o x i c  o r  u n s t a b l e ,  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w i t h  h y d r o p h o b i c  r e g i o n s  o f t e n  
h a v e  a  t o x i c  e f f e c t  o n  h o s t  c e l l s ,  m o s t  l i k e l y  d u e  t o  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  w i t h  o r  
i n c o r p o r a t i o n  i n t o  v i t a l  m e m b r a n e  s y s t e m s .  L o w e r i n g  t h e  g r o w t h  t e m p e r a t u r e  b e f o r e  
a n d  a f t e r  i n d u c t i o n  i s  r e c o m m e n d e d  ( Q I A e x p r e s s i o n i s t ,  2 0 0 3 ) .  F u r t h e r m o r e ,  i n s u f f i c i e n t  
t R N A  p o o l s  c a n  l e a d  t o  t r a n s l a t i o n a l  s t a l l i n g ,  p r e m a t u r e  t r a n s l a t i o n  t e r m i n a t i o n ,  
t r a n s l a t i o n  f r a m e s h i f t i n g  a n d  a m i n o  a c i d  m i s i n c o r p o r a t i o n  ( K a n e ,  1 9 9 5 ) .  
S t e p s  w e r e  t h e r e f o r e  t a k e n  t o  a d d r e s s  t h e s e  p o s s i b i l i t i e s  a n d  o v e r c o m e  t h e  f a i l u r e  t o  
d e t e c t  e x p r e s s i o n  b y  v a r i a t i o n  o f  g r o w t h  p a r a m e t e r s .  T h e  g r o w t h  t e m p e r a t u r e  b e f o r e  a n d  
a f t e r  i n d u c t i o n  w a s  r e d u c e d  t o  2 5  " C  a n d  3 0  " C ,  a n d  a  t i m e - c o u r s e  a n a l y s i s  w a s  
p e r f o r m e d  t o  d e t e r m i n e  i f  i n d u c t i o n  o v e r  a  s h o r t e r  p e r i o d  o f  t i m e  a t  l o w e r  g r o w t h  
t e m p e r a t u r e s  w o u l d  r e v e a l  t h a t  t h e  p r o t e i n  w a s  u n s t a b l e .  A l l  b u f f e r s  a n d  m a n i p u l a t i o n s  
f o r  h a r v e s t i n g  c e l l s  f o l l o w i n g  i n d u c t i o n  w e r e  k e p t  a t  o r  p e r f o r m e d  a t  4  " C .  P r o t e a s e  
i n h i b i t o r s  w e r e  a l s o  i n c l u d e d  i n  t h e  c e l l  l y s i s  b u f f e r s  t o  e l i m i n a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  
r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  s u b j e c t  t o  d e g r a d a t i o n  b y  p r o t e a s e s .  T h e  D f Z - 1  g e n e  w a s  a l s o  
c l o n e d  i n t o  t h e  p Q E 6 0  e x p r e s s i o n  v e c t o r  t o  g e n e r a t e  a  C - t e r m i n a l  t a g  c o n s t r u c t ;  p Q E 6 0 -  
B f l - 1  ( S e c t i o n  7 . 2 . 1 )  t o  e l i m i n a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  5 '  e n d  i n t e r f e r e n c e  o r  p r e m a t u r e  
t e r m i n a t i o n  d u e  t o  u n d e t e c t e d  f r a m e  s h i f t  o r  t r a n s l a t i o n a l  s t o p  c o d o n  a s  d i s c u s s e d  
a b o v e .  
A  d i f f e r e n t  h o s t  s t r a i n  w a s  a l s o  t e s t e d  b y  t r a n s f o r m a t i o n  o f  p Q E 3 0 - B f l - 1  a n d  p Q E 6 0 -  
B f l - 1  i n t o  t h e  E .  c o l i  s t r a i n ,  X L 1 0 - G o l d ,  f o l l o w e d  b y  i n d u c t i o n  o f  e x p r e s s i o n  a n d  S D S -  
P A G E  a n a l y s i s .  H o w e v e r ,  t h e  u s e  o f  t h e s e  v a r i a t i o n s  o f  t h e  g r o w t h  c o n d i t i o n s ,  h o s t  
s t r a i n ,  t a g  p l a c e m e n t  a n d  h a r v e s t i n g  p a r a m e t e r s  d i d  n o t  r e s o l v e  t h e  f a i l u r e  t o  d e t e c t  
r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  M l 5 [ p R E P 4 ]  o r  X L - 1 0  G o l d  E .  c o l i  s t r a i n s  
h a r b o u r i n g  p Q E 3 0 - B f l - 1  o r  p Q E 6 0 - B f l - 1  ( F i g u r e  7 . 5 A  a n d  B ;  s h o w n  f o r  X L 1 0 - G o l d  
h a r b o u r i n g  p Q E 3 0 - B f l -  1  o r  p Q E 6 0 - B f l -  1  r e s p e c t i v e l y ) .  
F i g u r e  7 . 5  E x p r e s s i o n  s c r e e n i n g  o f  H i s - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - H i s  i n  E .  c o l i  X L l O  G o l d .  
R e c o m b i n a n t  c l o n e s  ( A ;  p Q E 3 0 - B f l - 1  a n d  B ;  p Q E 6 0 - B f l - 1 )  w e r e  s c r e e n e d  f o r  
e x p r e s s i o n  o f  t h e  H i s - t a g g e d  B f l - 1  p r o t e i n  b y  p r e p a r a t i o n  o f  s m a l l - s c a l e  e x p r e s s i o n  
c u l t u r e s  o f  E .  c o l i  X L 1 0 - G o l d ,  h a r v e s t e d  a t  5  h  p o s t  i n d u c t i o n h o n  i n d u c t i o n  f o l l o w e d  
b y  c e l l  l y s i s  a n d  S D S - P A G E  a n a l y s i s .  E x p r e s s i o n  o f  H i s - t a g g e d  B f l - 1  p r o t e i n  w a s  n o t  
d e t e c t e d  a t  p r e d i c t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  - 2 1 . 5  k D a .  L a n e  1 :  C o l o u r  m a r k e r  ( S i g r n a -  
A l d r i c h ) ,  L a n e  2 :  n o n i n d u c e d  c o n t r o l  s a m p l e ,  L a n e  3 :  I n d u c e d  c o n t r o l  f u s i o n  c o n s t r u c t  
e x p r e s s i n g  a  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  o f  2 3  k D a  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  L a n e  3 - 6 :  I n d u c e d  
p Q E 3 0 - B f l - l  ( A )  o r  p Q E 6 0 - B f l - l  ( B )  c l o n e s .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  a r e  
i n d i c a t e d  o n  t h e  l e f t  a n d  b l a c k  a r r o w h e a d s  d e s i g n a t e  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  e x p e c t e d  
r e c o m b i n a n t  B f l -  1 .  
S e q u e n c i n g  o f  p Q E 3 0 -  a n d  p Q E 6 0 - B f l - 1  c o n s t r u c t s  ( F i g u r e  7 . 4 )  c o n f i n n e d  t h a t  t h e  
p r o b l e m  w a s  n o t  a t  t h e  D N A  l e v e l  a n d  p r o m p t e d  a  f u n d a m e n t a l  r e - a s s e s s m e n t  o f  t h e  
B f l - 1  p r o t e i n  w i t h  r e s p e c t  t o  i t s  a m i n o  a c i d  c o n t e n t  a n d  a s s o c i a t e d  p h y s i c o c h e m i c a l  
p r o p e r t i e s .  A s  t h e  d i f f i c u l t i e s  a p p a r e n t  i n  t h e  f a i l u r e  o f  e x p r e s s i o n  w e r e  n o t  r e c t i f i e d  b y  
v a r i a t i o n  o f  t h e  g r o w t h  p a r a m e t e r s  t h e y  w e r e  t h e n  m o s t  l i k e l y  r e l a t e d  t o  i n t r i n s i c  
c o m p l i c a t i o n s  w h e n  e x p r e s s e d  i n  t h e  h e t e r o l o g o u s  h o s t  s p e c i e s ,  E. c o l i .  M o r e  
s p e c i f i c a l l y ,  a n  a n a l y s i s  o f  t h e  h u m a n  b f l - I  O R F  r e v e a l e d  t h a t  t h i s  w a s  l i k e l y  t o  b e  d u e  
t o  t h e  p r e s e n c e  o f  a  s i g n i f i c a n t  n u m b e r  o f  c o d o n s  ( 1 2  % )  t h a t  w e r e  r a r e l y  u s e d  i n  E .  c o l i  
( T a b l e  7 - 2 ) .  I t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h i s  r e p r e s e n t e d  t h e  m o s t  p r o b a b l e  c a u s e  o f  t h e  
u n d e t e c t a b l e  e x p r e s s i o n  l e v e l s .  
T a b l e  7 - 2  C o d o n  b i a s  b e t w e e n  E .  c o l i  g e n e s  a n d  h u m a n  b j 7 - 1 .  
" A l l  g e n e s "  i s  t h e  f r a c t i o n  r e p r e s e n t e d  i n  a l l  4 , 2 9 0  c o d i n g  s e q u e n c e s  i n  t h e  E .  c o l i  
g e n o m e  ( f r a c t i o n s  a d a p t e d  f r o m  N o v y  e t  a L ,  2 0 0 1 ) .  
A m i n o  C o d o n  O c c u r r e n c e  i n  b f l - 1  F r a c t i o n  i n  a l l  E .  c o l i  
A c i d  g e n e  g e n e s  
G G A  6  0 . 1 0 9  
-  - -  
G ~ Y  
A r g  A G G  
2  0 . 0 2 2  
L e u  C T A  
6  0 . 0 3 7  
I l e  A T A  4  0 . 0 7 3  
A r g  A G A  3  
T o t a l  
2 1  r a r e  c o d o n s  ( 1 2  %  o f  b f l - 1  c o d o n s  a r e  r a r e  c o d o n s  i n  E .  c o l i )  
I n  o r d e r  t o  o v e r c o m e  t h i s ,  t h e  E .  c o l i  ~ o s e t t a ~ l u e ~ ~  s t r a i n  ( T a b l e  2 - 3 )  w a s  c h o s e n  a s  
h o s t  a s  i t  h a s  b e e n  e n g i n e e r e d  t o  e x p r e s s e s  t R N A s  f o r  m a n y  c o d o n s  t h a t  a r e  r a r e l y  t o  b e  
f o u n d  i n  E .  c o l i  g e n e s  a s  d i s c u s s e d  i n  S e c t i o n  7 . 1 . 3 .  
E .  c o l i  R o s e t t a ~ l u e ~  c e l l s  w e r e  t h u s  t r a n s f o r m e d  ( S e c t i o n  2 . 3 . 9 )  w i t h  p Q E 3 0 - B f l - 1  
a n d  p Q E 6 0 - B f l - 1  c o n s t r u c t s .  S i n g l e  c o l o n i e s  o f  s e l e c t e d  t r a n s f o m a n t s  ( s e l e c t e d  f o r  
a m p i c i l l i n  ( 1 0 0  p g l m l ) ,  t e t r a c y c l i n e  ( 1 2 . 5  p g l m l )  a n d  c h l o r a m p h e n i c o l  ( 3 4  p g / m l )  
r e s i s t a n c e )  w e r e  u s e d  t o  i n o c u l a t e  o v e r n i g h t  c u l t u r e s  a n d  w e r e  s c r e e n e d  f o r  o v e r -  
e x p r e s s i o n  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  f u s i o n  p r o t e i n s  a s  i n  S e c t i o n  7 . 2 . 2 .  S D S - P A G E  a n a l y s i s  
o f  c e l l  l y s a t e s  f r o m  s o m e  c l o n e s  s h o w e d  i n d u c t i o n  o f  a  s i n g l e  m a j o r  p r o t e i n  b a n d  o f  t h e  
e x p e c t e d  - 2 1 . 5  K D a  ( F i g u r e  7 . 6 )  f o r  E .  c o l i  R o s e t t a ~ l u e ~  c e l l s  h a r b o u r i n g  p Q E 3 0 - B f l -  
1  ( A )  a n d  p Q E 6 0 - B  f l -  1  ( B ) .  
A  t i m e c o u r s e  a n a l y s i s  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  p e r f o r m e d  t o  e s t a b l i s h  t h e  o p t i m a l  
i n d u c t i o n  p e r i o d  ( F i g u r e  7 . 7 A  f o r  p Q E 6 0 - B f l - 1 ) ,  w h i c h  w a s  f o u n d  t o  b e  5  h .  T h e  l e v e l  
o f  e x p r e s s i o n  o f  r e c o m b i n a n t  H i s - t a g g e d  p r o t e i n  w a s  o p t i m i s e d  f o l l o w i n g  i n d u c t i o n  b y  
v a r y i n g  I P T G  c o n c e n t r a t i o n  ( d a t a  n o t  s h o w n ) ,  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e  ( F i g u r e  7 . 7 B )  a n d  
O D 6 0 0  , , , , ,  a t  i n d u c t i o n  ( F i g u r e  7 . 7 B )  i n  E .  c o l i  ~ o s e t t a ~ l u e ~ ~  c e l l s  h a r b o u r i n g  p Q E 6 0 -  
B f l - 1  ( d e t e r m i n e d  t o  b e  0 . 1  m M ,  3 7  " C  a n d  0 . 8  r e s p e c t i v e l y ) .  
F i g u r e  7 . 6  E x p r e s s i o n  s c r e e n i n g  o f  r e c o m b i n a n t  c l o ~ ~ e s  i n  E .  c o l i  ~ o s e t t a ~ l u e ~ ~  
S e l e c t e d  t r a n s f o r m a n t s  o f  ( A )  p Q E 3 0 -  a n d  ( B )  p Q E 6 0 - B f l - 1  w e r e  s c r e e n e d  f o r  
e x p r e s s i o n  o f  t h e  H i s - t a g g e d  B f l - 1  p r o t e i n  b y  p r e p a r a t i o n  o f  s m a l l - s c a l e  e x p r e s s i o n  
c u l t u r e s  f o l l o w e d  b y  c e l l  l y s i s  a t  5  h  p o s t  i n d u c t i o n  w i t h  I P T G  a n d  S D S - P A G E  a n a l y s i s .  
E x p r e s s i o n  o f  H i s - t a g g e d  B f l - 1  p r o t e i n  w a s  d e t e c t e d  a t  p r e d i c t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  
- 2 1 . 5  k D a ,  M :  C o l o u r  m a r k e r  ( S i g m a - A l d r i c h ) ,  n u m b e r s  1 - 5  ( A )  d e n o t e s  c l o n e s  o f  
p Q E 3 0 - B f l - 1  a n d  n u m b e r s  1 - 3  ( B )  d e n o t e s  c l o n e s  o f  p Q E 6 0 - B f l - I .  0  h  i s  t i m e  o f  
i n d u c t i o n  a n d  l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a t  5  h  p o s t - i n d u c t i o n .  p Q E 3 0 - B f l - 1  c l o n e s  3 ,  4  a n d  
5  a n d  p Q E 6 0 - B f l - 1  c l o n e s  1 - 3  o v e r e x p r e s s e d  a  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  a t  t h e  p r e d i c t e d  
m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  H i s - t a g g e d  B f l - 1  u p o n  i n d u c t i o n .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  
a r e  i n d i c a t e d  o n  t h e  l e f t  a n d  b l a c k  a r r o w h e a d s  d e s i g n a t e  t h e  p r e d i c t e d  l o c a t i o n  o f  
r e c o m b i n a n t  B f l -  1 .  
F i g u r e  7 . 7  V a r i a t i o n  o f  g r o w t h  p a r a m e t e r s  f o r  o p t i m a l  e x p r e s s i o n  o f  p Q E 6 0 - B f l - 1  
i n  E .  c o l i  ~ o s e t t a ~ l u e ~ ~ .  
( A )  T i m e  c o u r s e  a n a l y s i s  o f  r e c o m b i n a n t  B f l - 1  p r o t e i n  e x p r e s s i o n .  M ;  M a r k e r ,  0 - 8 ;  0 , 1 ,  
2 ,  3 ,  4 ,  5 ,  a n d  1 2  h  p o s t  i n d u c t i o n  w i t h  1  m M  I P T G .  ( B )  E f f e c t  o f  v a r i a t i o n  o f  
i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e  a n d  O D  6 0 0  n m  a t  i n d u c t i o n  p o i n t  o n  B f l - 1  p r o t e i n  e x p r e s s i o n .  
P r o t e i n  l y s a t e s  p r e p a r e d  a t  5  h  p o s t - i n d u c t i o n .  M :  M a r k e r  ( S i g m a - A l d r i c h ) ,  t  =  0 :  
s a m p l e  a t  t i m e  z e r o ,  0 . 4 / 0 . 8 :  O D  w o n ,  a t  t = O ,  3 7  " C  I 3 0  " C :  I n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e  p r i o r  
t o  a n d  d u r i n g  i n d u c t i o n  o f  e x p r e s s i o n .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  a r e  i n d i c a t e d  o n  
t h e  l e f t  a n d  b l a c k  a r r o w h e a d s  d e s i g n a t e  t h e  p r e d i c t e d  l o c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  B f l - 1 .  
7 . 2 . 3  D e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n  s o l u b i l i t y  
M a n y  p o l y p e p t i d e  g e n e  p r o d u c t s  e x p r e s s e d  i n  E .  c o l i  a c c u m u l a t e  a s  i n s o l u b l e  
a g g r e g a t e s .  E u k a r y o t i c  p r o t e i n s  e x p r e s s e d  i n t r a c e l l u l a r l y  i n  E .  c o l i  a r e  f r e q u e n t l y  
s e q u e s t e r e d  i n t o  i n s o l u b l e  i n c l u s i o n  b o d i e s .  S i n c e  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  N i - N T A  a n d  
t h e  6 x H i s  t a g  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  d o e s  n o t  d e p e n d  o n  t e r t i a r y  s t r u c t u r e ,  p r o t e i n s  
c a n  b e  p u r i f i e d  e i t h e r  u n d e r  n a t i v e  o r  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  ( Q I A e x p r e s s i o n i s t ,  2 0 0 3 ) .  
F o r  a n t i g e n  p r o d u c t i o n ,  t h e  p r o t e i n  c a n  b e  e x p r e s s e d  e i t h e r  i n  n a t i v e  o r  d e n a t u r e d  f o r m .  
I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  p r o t e i n  w a s  s o l u b l e  i n  t h e  c y t o p l a s m  a n d  t h e r e f o r e  p u r i f i a b l e  
u n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s ,  t h e  s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  ( S e c t i o n  2 . 8 . 2 )  o f  e x p r e s s i o n  
l y s a t e s  w e r e  e x a m i n e d  b y  S D S - P A G E  a n a l y s i s  ( F i g u r e  7 . 8 ) .  T h e  B f l - 1 - H i s  p r o t e i n  w a s  
r e s o l v e d  i n  t h e  s o l u b l e  f r a c t i o n  a s  c a n  b e  s e e n  b y  c o m p a r i n g  t h e  s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  
e x t r a c t s  i n  l a n e s  4  a n d  6  r e s p e c t i v e l y ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  p r o t e i n  w a s  t h e r e f o r e  p u r i f i a b l e  
u n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s .  
F i g u r e  7 . 8  D e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n  s o l u b i l i t y .  
E x p r e s s i o n  c u l t u r e s  h a r v e s t e d  a t  5  h  p o s t  i n d u c t i o n  w e r e  l y s e d  i n  n a t i v e  l y s i s  b u f f e r  
f o l l o w e d  b y  i n c u b a t i o n  w i t h  l y s o z y m e  a n d  s o n i c a t i o n .  S o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  e x t r a c t s  
w e r e  p r e p a r e d  a n d  a n a l y s e d  b y  S D S - P A G E .  L a n e s :  M ;  M a r k e r  ( A m e r s h a m ) ,  1  &  2 ;  
u n r e l a t e d  e x p e r i m e n t ,  3  &  5 ;  b l a n k ,  4 ;  E x t r a c t  A ,  s o l u b l e  e x t r a c t ,  6 ;  E x t r a c t  B ,  i n s o l u b l e  
e x t r a c t .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  a r e  i n d i c a t e d  o n  t h e  l e f t  a n d  b l a c k  a r r o w h e a d s  
d e s i g n a t e  t h e  p r e d i c t e d  l o c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  B f l - 1 .  
7 . 2 . 4  P r o t e i n  P u r i f i c a t i o n  
B a t c h  I M A C  p u r i f i c a t i o n  o f  H i s - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - H i s  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  t h e  u s e  o f  N i -  
N T A  r e s i n  ( Q i a g e n ,  W e s t  S u s s e x ,  U K )  u n d e r  n a t i v e  a n d  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  ( S e c t i o n  
2 . 8 . 3 ) .  
P u r i f i c a t i o n  o f  H i s - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - H i s  w a s  n o t  a c h i e v e d  b y  I M A C  u n d e r  n a t i v e  ( F i g u r e  
7 . 9  A  a n d  C )  o r  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  ( F i g u r e  7 . 9  B  a n d  D ) .  I r n i d a z o l e  
c o n c e n t r a t i o n s 1 p H  c o n d i t i o n s  w e r e  a d j u s t e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  a c h i e v e  p u r i f i c a t i o n  u n d e r  
n a t i v e l d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  r e s p e c t i v e l y  i n  a  s e r i e s  o f  s m a l l - s c a l e  b a t c h  p u r i f i c a t i o n s  
( n o t  s h o w n ) .  A s  t h e  6 x H i s - t a g g e d  p r o t e i n s  a p p e a r e d  t o  e l u t e  a l o n g  w i t h  e n d o g e n o u s  E .  
c o l i  p r o t e i n s  i n  t h e  F T  f r a c t i o n s  ( F i g u r e  7 . 9 ) ,  t h e  a m o u n t  o f  N i - N T A  r e s i n  u s e d  w a s  
i n c r e a s e d  i n  a n  e f f o r t  t o  e l i m i n a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  b i n d i n g  c a p a c i t y  w a s  t o o  l o w .  
T h e  l y s a t e  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  r e s i n  f o r  p r o l o n g e d  p e r i o d s  w i t h  r o t a t i o n  t o  i n c r e a s e  
r e s i n - b i n d i n g  o p p o r t u n i t y .  L y s i s  a n d  p u r i f i c a t i o n  s t e p s  w e r e  p e r f o r m e d  a t  4  " C  a n d  a  
c o c k t a i l  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  ( P M S F ,  A p r o t i n i n  a n d  L e u p e p t i n ;  ( A p p e n d i x ) )  w e r e  
a d d e d  t o  t h e  l y s i s l w a s h  a n d  e l u t i o n  b u f f e r s  t o  p r e v e n t  p r o t e i n  d e g r a d a t i o n .  C e l l s  w e r e  
a l s o  l y s e d  i n  6  M  g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e ,  a  m o r e  e f f i c i e n t  s o l u b i l i s a t i o n  a n d  c e l l  l y s i s  
r e a g e n t  u s e d  t o  s o l u b i l i s e  v e r y  h y d r o p h o b i c  r e c e p t o r  o r  m e m b r a n e  p r o t e i n s ,  b e f o r e  
p u r i f i c a t i o n .  D e s p i t e  r e p e a t e d  a t t e m p t s  t h e  d i f f i c u l t i e s  a p p a r e n t  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  
f a i l u r e  w e r e  n o t  r e s o l v e d  b y  v a r i a t i o n  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  p a r a m e t e r s .  
F i g u r e  7 . 9  P u r i f i c a t i o n  o f  H i s - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - H i s  u n d e r  n a t i v e  a n d  d e n a t u r i n g  
c o n d i t i o n s .  
A t t e m p t e d  p r o t e i n  p u r i f i c a t i o n  o f  H i s - B f l - 1  ( A )  a n d  B f l - 1 - H i s  ( C )  u n d e r  n a t i v e  
c o n d i t i o n s  u s i n g  N i - N T A  r e s i n .  M :  M a r k e r  ( S i g m a - A l d r i c h ) ,  C L :  C l e a r e d  c e l l  l y s a t e ,  
FT: F l o w  t h r o u g h ,  W 1 - 2 1 3 :  W a s h  w i t h  1 0  m M  i m i d a z o l e ,  E l - 2 :  E l u t i o n  w i t h  2 5 0  m M  
i m i d a z o l e .  ( B  a n d  D )  A t t e m p t e d  p r o t e i n  p u r i f i c a t i o n  u n d e r  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  o f  
H i s - B f l -  1  a n d  B f l - 1 - H i s  r e s p e c t i v e l y  u s i n g  N i - N T A  r e s i n .  M :  M a r k e r ,  C L :  C l e a r e d  c e l l  
l y s a t e ,  F T :  F l o w  t h r o u g h ,  W 1 2 1 3 :  W a s h  w i t h  b u f f e r  p H  6 . 3 1 6 . 1 1 5 . 9 ,  E l - 5 :  E l u t i o n  w i t h  
b u f f e r  p H  5 . 5 ,  5 . 0 ,  4 . 8 ,  4 . 5 ,  4 . 2 .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  a r e  i n d i c a t e d  o n  t h e  l e f t  
a n d  b l a c k  a r r o w h e a d s  d e s i g n a t e  t h e  p r e d i c t e d  l o c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  B f l - 1 .  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  ( S e c t i o n  2 . 7 . 4 )  o f  e x p r e s s i o n  l y s a t e s  w a s  p e r f o r m e d  t o  c e r t i f y  t h e  
i n t e g r i t y  o f  t h e  H i s  t a g  e l e m e n t  o f  t h e  f u s i o n  p r o t e i n s  ( F i g u r e  7 . 1 0  s h o w n  f o r  p Q E 6 0 -  
B f l - l /  B f l - 1 - H i s  o n l y ) .  N i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  w i t h  t r a n s l e r ~ e d  e l e c t r o p h o r e s e d  
p r o t e i n s  f r o m  e x p r e s s i o n  l y s a t e s  w a s  p r o b e d  w i t h  a n  a n t i - H i s  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  
w h i c h  h a d  b e e n  c o n j u g a t e d  w i t h  H R P .  
F i g u r e  7 . 1 0  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  H i s - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - H i s  p r o t e i n s  
I m m u n o r e a c t i v i t y  o f  H R P - l a b e l e d  a n t i - H i s  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( S i g m a - A l d r i c h )  w i t h  
e x p r e s s i o n  l y s a t e s  o f  E .  c o l i  ~ o s e t t a ~ l u e ~ ~  e x p r e s s i n g  p o s i t i v e  c o n t r o l  h i s - t a g g e d  
p r o t e i n  p r o c u r e d  f r o m  t h e  A p p l i e d  B i o c h e m i s t r y  g r o u p ,  D C U  ( L a n e  1 ;  - 6 0  k D a )  a n d  
B f l - 1 - H i s  ( L a n e  2 )  p r o t e i n .  B f l - 1 - H i s  w a s  n o t  d e t e c t e d  a t  p r e d i c t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  
- 2 1 . 5  k D a .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  ( L a n e  M  ( P i e r c e  B l u e R a n g e  m a r k e r ) )  a r e  
i n d i c a t e d  o n  t h e  l e f t  a n d  a  b l a c k  a r r o w h e a d  d e s i g n a t e s  t h e  p r e d i c t e d  l o c a t i o n  o f  
r e c o m b i n a n t  B f l -  1 .  
C h r o m o g e n i c  d e t e c t i o n  o f  H R P  a n d  c o n s e q u e n t l y  t h e  p r e s e n c e  o f  H i s  t a g  m o i e t i e s  w a s  
e v i d e n t  o n l y  f o r  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  s a m p l e  ( p r o c u r e d  f r o m  t h e  A p p l i e d  B i o c h e m i s t r y  
g r o u p ,  D C U ;  - 6 0  k D a )  a s  c a n  b e  s e e n  i n  L a n e  1  ( F i g u r e  7 . 1 0 ) .  T h e  
p r e s e n c e l a c c e s s i b i l i t y  o f  t h e  H i s - t a g  o f  t h e  B f l - 1 - H i s  p r o t e i n  ( L a n e  2 )  w a s  n o t  
c o n f i r m e d  b y  t h e  a n t i - H i s  a n t i b o d y .  A s  s e q u e n c i n g  r e s u l t s  a n d  S D S - P A G E  a n a l y s i s  
r e v e a l e d  c o d i n g  s e q u e n c e  f i d e l i t y  f o r  f u l l - l e n g t h  H i s - t a g g e d  B f l -  1  p r o t e i n  a n d  h i g h - l e v e l  
e x p r e s s i o n  o f  a  p r o t e i n  a t  t h e  c o r r e c t  s i z e  f o l l o w i n g  i n d u c t i o n  r e s p e c t i v e l y ,  i t  w a s  
c o n c l u d e d  t h a t  s o m e h o w  t h e  H i s - t a g  w a s  u n a v a i l a b l e  f o r  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  a n t i - H i s  
a n t i b o d y  o r  t h e  N i - N T A  m a t r i x  d u r i n g  p u r i f i c a t i o n .  
O n e  r e l a t i v e l y  c o m m o n  r e a s o n  f o r  t h e  f a i l u r e  t o  p u r i f y  B s - t a g g e d  p r o t e i n s  b y  I M A C  i s  
t h e  i n a c c e s s i b i l i t y  o f  t h e  H i s - t a g  d u e  i t  b e i n g  b u r i e d  a s  a  r e s u l t  o f  p r o t e i n  f o l d i n g  o r  
t i g h t l y  b o u n d  v i a  i n t e r a c t i o n  w i t h  a d j a c e n t  r e s i d u e s  o n  t h e  p r o t e i n ' s  s u r f a c e .  I t  w a s  
r e a s o n e d  t h a t  a  n o v e l  a p p r o a c h  t o  s o l v i n g  t h i s  p r o b l e m  w o u l d  b e  t o  d i s t a n c e  t h e  H i s - t a g  
f r o m  t h e  r e s t  o f  t h e  p r o t e i n  b y  i n s e r t i n g  a  s p a c e r  o r  l i n k e r  p e p t i d e  b e t w e e n  t h e  t w o  
d o m a i n s .  T o  t h i s  e n d  i t  w a s  d e c i d e d  t o  e n g i n e e r  a  l i n k e r  b e t w e e n  t h e  f i s - t a g  a n d  t h e  b J I -  
1  p r i m a r y  s e q u e n c e s  s o  a s  t o  s p a t i a l l y  e l o n g a t e  t h e m  f r o m  o n e  a n o t h e r .  
7 . 2 . 5  D e s i g n  o f  G l y c i n e - S e r i n e  L i n k e r  
I n  d e s i g n  o f  t h e  l i n k e r ,  c o n s i d e r a t i o n  w a s  g i v e n  t o  s e v e r a l  i m p o r t a n t  f a c t o r s  t h a t  w o u l d  
e n s u r e  o p t i m a l  f u n c t i o n a l i t y .  T h e  c o m p o s i t e  r e s i d u e s  o f  t h e  l i n k e r  h a d  t o  b e  p o o r l y  
i m m u n o g e n i c ,  f l e x i b l e ,  s t a b l e ,  n o n - t o x i c  a n d  s h o u l d  n o t  c a u s e  a  c o d o n  b i a s  i n  t h e  h o s t  
o r g a n i s m .  A l s o  t h e  l i n k e r  l e n g t h  h a d  t o  o f f e r  s u f f i c i e n t  s e p a r a t i o n  o f  f u s i o n  p a r t n e r s  a n d  
a t  t h e  s a m e  t i m e  b e  s h o r t  e n o u g h  t o  a v o i d  a f f e c t s  o n  s e c r e t i o n  o r  p r o t e i n  f u n c t i o n .  
L i n k e r s  a r e  c o m m o n l y  u s e d  i n  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d y  r e s e a r c h  t o  s e p a r a t e  a n t i b o d y  
f r a g m e n t s  a n d  a l l o w  c o r r e c t  c h a i n - c h a i n  b i n d i n g  a n d  p r o p e r  f o l d i n g .  A  r e v i e w  o f  t h e  
l i t e r a t u r e  r e v e a l e d  t h a t  f u n c t i o n a l  d e s i g n e d  l i n k e r s  a r e  u s u a l l y  g l y c i n e - b a s e d  p e p t i d e s  
w i t h  l e n g t h s  c a l c u l a t e d  t o  s p a n  t h e  m i n i m u m  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  C  t e r m i n u s  o f  o n e  
s u b u n i t  o r  d o m a i n  a n d  t h e  N  t e r m i n u s  o f  t h e  n e x t .  L e n g t h s  r a n g e d  f r o m  8  a m i n o  a c i d  
r e s i d u e s  t o  3 0 ,  w i t h  l i n k e r  l e n g t h  o f  a b o u t  2 1  a m i n o  a c i d s  o c c u r r i n g  m o s t  c o m m o n l y  
( a l l o w i n g  s u f f i c i e n t  s e p a r a t i o n  f o r  f l e x i b i l i t y  w i t h o u t  a f f e c t i n g  p r o t e i n  s o l u b i l i t y ) .  
G l y c i n e  ( G l y  o r  G )  i s  t h e  s m a l l e s t  a m i n o  a c i d  w i t h  t h e  s i m p l e s t  s t r u c t u r e ,  i s  
h y d r o p h o b i c  a n d  h a s  a  h y d r o g e n  a t o m  i n  t h e  s i d e - c h a i n  p o s i t i o n .  G l y c i n e  i s  g e n e r a l l y  
u s e d  i n  d e s i g n e d  l i n k e r s  b e c a u s e  t h e  a b s e n c e  o f  a  p - c a r b o n  p e r m i t s  t h e  p o l y p e p t i d e  
b a c k b o n e  t o  a c c e s s  d i h e d r a l  a n g l e s  t h a t  a r e  e n e r g e t i c a l l y  f o r b i d d e n  f o r  o t h e r  a m i n o  
a c i d s  ( ~ a m a c h a n d r a n  a n d  S a s i s e k h a r a n ,  1 9 6 8 ) .  T h u s ,  a  g l y c i n e - r i c h  l i n k e r  i s  m o r e  
f l e x i b l e  t h a n  a  l i n k e r  o f  c o m p a r a b l e  l e n g t h  c o m p o s e d  o f  n o n - g l y c i n e  r e s i d u e s .  S e r i n e  
( S e r  o r  S )  i s  a  p o l a r  u n c h a r g e d  a m i n o  a c i d  d u e  t o  t h e  r e a c t i v e  h y d r o x y l  g r o u p  i n  t h e  
s i d e - c h a i n  a n d  c a n  p a r t i c i p a t e  i n  h y d r o g e n  b o n d i n g .  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  t h e  a b i l i t y  o f  
s e r i n e  t o  f o r m  h y d r o g e n  b o n d s  a l l o w s  f o r m a t i o n  o f  n e w  s t a b i l i s i n g  i n t e r a c t i o n s  i n  t h e  
n a t i v e  s t a t e  ( R o b i n s o n  a n d  S a u e r ,  1 9 9 8 ) .  O v e r a l l ,  t h e  r a t i o n a l e  f o r  t h i s  c h o i c e  w a s  t h a t  
s e r i n e  r e s i d u e s  w o u l d  e n h a n c e  t h e  h y d r o p h i l i c i t y  o f  t h e  p e p t i d e  b a c k b o n e  t o  a l l o w  
h y d r o g e n  b o n d i n g  t o  s o l v e n t  m o l e c u l e s ,  a n d  t h e  g l y c y l  r e s i d u e s  w o u l d  p r o v i d e  t h e  
l i n k e r  w i t h  f l e x i b i l i t y  t o  a d o p t  a  r a n g e  o f  c o n f o r m a t i o n s  ( A r g o s ,  1 9 9 0 ) .  T h e s e  p r o p e r t i e s  
w o u l d  a l s o  s e r v e  t o  p r e v e n t  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  l i n k e r  p e p t i d e  w i t h  h y d r o p h o b i c  i n t e r f a c e s  
o n  t h e  i n d i v i d u a l  d o m a i n s  ( G u o  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  
G i v e n  t h e  d i f f i c u l t i e s  e n c o u n t e r e d  i n  S e c t i o n  7 . 2 . 2 ,  n a m e l y  f a i l u r e  t o  d e t e c t  r e c o m b i n a n t  
p r o t e i n  e x p r e s s i o n  d u e  t o  a  s i g n i f i c a n t  c o d o n  b i a s  b e t w e e n  t h e  b f l - 1  g e n e  a n d  E .  c o l i  
g e n e s ,  c o n s i d e r a t i o n  w a s  g i v e n  t o  t h e  c o d o n  c h o i c e  f o r  t h e  G l y I S e r  l i n k e r  a n d  h o w  t h i s  
c o u l d  i n f l u e n c e  t h e  l e v e l  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n .  C o d o n  u s e  p r e f e r e n c e s  r e f l e c t  t h e  
a m o u n t s  o f  c o r r e s p o n d i n g  c e l l u l a r  t R N A  l e v e l s  s u g g e s t i n g  t h a t  r e c o m b i n a n t  g e n e s  
c o n t a i n i n g  r a r e  c o d o n s  m a y  b e  s u b j e c t  t o  s l o w e r  t r a n s l a t i o n  d u e  t o  n o n - s a t u r a t i n g  
a m o u n t s  o f  c o r r e s p o n d i n g  t R N A s  i n  t h e  h o s t  c e l l  ( G r o s j e a n  a n d  F i e r s ,  1 9 8 2 ;  S o r e n s e n  e t  
a l . ,  1 9 8 9 ) .  W h i l e  a l t e r n a t i v e  c o d o n s  c a n  b e  u s e d  f o r  t h e  s a m e  a m i n o  a c i d  d u e  t o  t h e  
d e g e n e r a c y  o f  t h e  g e n e t i c  c o d e ,  c e r t a i n  c o d o n s  t e n d  t o  b e  f a v o r e d  o v e r  o t h e r s  i n  
d i f f e r e n t  o r g a n i s m s  ( G r a n t h a m  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  C o d o n  o p t i m i s a t i o n  ( t o  c o r r e c t  f o r  t h e  h o s t  
o r g a n i s m ' s  s p e c i f i c  c o d o n  u s a g e  b i a s )  w a s  i m p o r t a n t  t o  e n s u r e  o p t i m a l  e x p r e s s i o n  o f  
t h e  G l y I S e r  l i n k e r .  N o n e  o f  t h e  c o d o n s  f o r  S e r  a r e  r a r e  c o d o n s  b u t  t h e  G G A  c o d o n ,  
w h i c h  c o d e s  f o r  G l y  i s  a n  E .  c o l i  r a r e  c o d o n  ( T a b l e  7 - 2 ) .  A l s o  a n  a n a l y s i s  o f  c o d o n  p a i r s  
u s e d  i n  t w o  g l y c i n e - r i c h  l i n k e r s  b y  T r i n h  e t  n l . ,  ( 2 0 0 4 )  f o u n d  w i t h i n  e a c h  o f  t h e  l i n k e r s  
t h e  p r e s e n c e  o f  o n e  p a i r  ( G G A  G G C )  t h a t  i s  s i g n i f i c a n t l y  o v e r - r e p r e s e n t e d  i n  
m a m m a l i a n  g e n e s .  A c c o r d i n g  t o  t h e i r  p r e d i c t i o n  o f  t h e  c o d o n  p a i r  t h e o r y  d e s c r i b e d  i n  
G u t m a n  a n d  H a t f i e l d ,  
( 1 9 8 9 ) ,  s u c h  o v e r  r e p r e s e n t e d  c o d o n  p a i r s  m a y  i n t r o d u c e  
b o t t l e n e c k s  t o  t r a n s l a t i o n a l  s p e e d  a n d  a f f e c t  t h e  a m o u n t  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s e d .  T r i n h  e t  
n l . ,  f o u n d  t h a t  c h a n g i n g  t h e  t w o  " s l o w "  c o d o n  p a i r s  w i t h i n  t h e  f l e x i b l e  l i n k e r ,  
d r a m a t i c a l l y  i m p r o v e d  e x p r e s s i o n  l e v e l s .  T h e  n u c l e o t i d e  c h o i c e s  f o r  t h e  c o d o n s  s e l e c t e d  
t o  c o m p r i s e  t h e  l i n k e r  w e r e  t h e r e f o r e  b a s e d  o n  c o m m o n l y  u s e d  c o d o n s  i n  E .  c o l i  a n d  
m a m m a l i a n  g e n e s  f o r  g l y c i n e  a n d  s e r i n e ;  G G T ,  G G C  a n d  T C T ,  T C C  r e s p e c t i v e l y .  
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7 . 2 . 6  C l o n i n g  a n d  c o n s t r u c t i o n  o f  p G S L i n k  
T h e  p G S L i n k  p l a s m i d  w a s  c o n s t r u c t e d  t o  a l l o w  f o r  N -  o r  C - t e r m i n a l  p o s i t i o n i n g  o f  t h e  
6 x H i s  t a g  l i n k e d  t o  t h e  p r o t e i n  o f  i n t e r e s t  b y  a  2 1  a m i n o  a c i d  l i n k e r  p e p t i d e  c o m p r i s i n g  
G l y  a n d  S e r  r e s i d u e s ;  ( G 1 ~ ~ S e r ) ~ G l y .  T h e  D N A  f r a g m e n t  e n c o d i n g  t h e  L i n k e r  w a s  
p r e p a r e d  i n  c o l l a b o r a t i o n  w i t h  M r .  B a r r y  R y a n  a t  D C U  b y  a n n e a l i n g  o f  s e n s e  
( G S L i n k F )  a n d  a n t i s e n s e  ( G S L i n k R )  o l i g o n u c l e o t i d e s  ( T a b l e  2 - 6 )  f o l l o w e d  b y  P C R  
e x t e n s i o n  ( F i g u r e  7 . 1 1  a n d  T a b l e  2 - 1 0 ) .  O l i g o n u c l e o t i d e s  w e r e  d e s i g n e d  a n d  
s y n t h e s i s e d  t o  c o d e  f o r  t h e  6 x H i s  f o l l o w e d  b y  t h e  G l y S e r  L i n k e r ,  w i t h  a n  1 8  b p  o v e r l a p  
f o r  a n n e a l i n g  a n d  N c o I  a n d  B a m H I  r e s t r i c t i o n  s i t e s  a t  t h e  5 '  a n d  3 '  e n d s  r e s p e c t i v e l y  t o  
a l l o w  f o r  i n s e r t i o n  i n t o  p Q E 6 0  ( F i g u r e  7 . 1 2 A ) .  A n  X m I  s i t e  w a s  i n c l u d e d  b e t w e e n  t h e  
6 x H i s  a n d  t h e  G S  L i n k e r  ( F i g u r e  7 . 1 2 B )  a n d  t o g e t h e r  w i t h  t h e  N c o I ,  B a m H I  a n d  
H i n d I I I  r e s t r i c t i o n  s i t e s  o f  p Q E 6 0  w o u l d  f a c i l i t a t e  d i r e c t i o n a l  c l o n i n g  o f  t h e  f r a g m e n t  o f  
i n t e r e s t  w i t h  a  C - t e r m i n a l  o r  N - t e r m i n a l  L i n k e r - 6 x H i s  ( F i g u r e  7 . 1 2 C ) .  
S w s e  O l i g o  
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h t i s e n w  O l i g o  
N w I s i t e  ; - - = - -  B d I  i t e  S a r s e  a i d  A u t i s m ~ s e h n e i l l i n g  4  P C R E x t e n s i o n  
F i g u r e  7 . 1 1  D e s i g n  a n d  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  L i n k e r  c a s s e t t e  f r a g m e n t .  
O l i g o n u c l e o t i d e s  w e r e  d e s i g n e d  a n d  s y n t h e s i s e d  t o  c o d e  f o r  t h e  6 x H i s  f o l l o w e d  b y  t h e  
G l y S e r  L i n k e r ,  w i t h  a n  1 8  b p  o v e r l a p  f o r  a n n e a l i n g  ( s h a d e d  g r e y )  a n d  N c o I  ( s h a d e d  
y e l l o w )  a n d  B a l n H I  ( s h a d e d  g r e e n )  r e s t r i c t i o n  s i t e s  a t  t h e  5 '  a n d  3 '  e n d s  r e s p e c t i v e l y .  
T h e  L i n k e r  c a s s e t t e  w a s  c o n s t r u c t e d  b y  a n n e a l i n g  o f  s e n s e  a n d  a n t i s e n s e  
o l i g o n u c l e o t i d e s  f o l l o w e d  b y  e x t e n s i o n  b y  1 5  c y c l e s  o f  P C R .  
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F i g u r e  7 . 1 2  G e n e r a t i o n  o f  p G S L i n k  
( A )  P a r t i a l  s e q u e n c e  a n d  f e a t u r e s  o f  t h e  p o l y l i n k e r  r e g i o n  o f  t h e  E .  c o l i  e x p r e s s i o n  
p l a s m i d  p Q E 6 0 .  R B S  i n d i c a t e s  t h e  r i b o s o m e - b i n d i n g  s i t e .  R e s t r i c t i o n  e n z y m e  s i t e s  a r e  
u n d e r l i n e d ;  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  c o d i n g  s e q u e n c e  f o r  t h e  6 x H i s - t a g  i s  i n d i c a t e d  a s  a  
s t r i p e d  b o x ;  s t o p  c o d o n s  a r e  s h o w n  i n  b o l d f a c e .  ( B )  S e q u e n c e  a n d  f e a t u r e s  o f  t h e  P C R  
p r o d u c t  g e n e r a t e d  u s i n g  t h e  p r i m e r s  G S L i n k F  a n d  G S L i n k R .  T h e  p r i m e r  s e q u e n c e s  a r e  
s h o w n  i n  b l a c k  a n d  b a s e s  i n s e r t e d  b y  T a g  p o l y m e r a s e  a r e  i n  g r a y ;  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  
s i t e s  a r e  u n d e r l i n e d .  T h e  c o r r e s p o n d i n g  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  a r e  i n d i c a t e d  a b o v e  t h e  
D N A  s e q u e n c e .  T h e  G S  l i n k e r  p e p t i d e  i s  b o x e d .  ( C )  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i o n  o f  t h e  
p G S L i n k  p o l y l i n k e r  r e g i o n  s h o w i n g  r e l a t i v e  l o c a t i o n s  o f  t h e  s e q u e n c e s  e n c o d i n g  t h e  
H i s - t a g s  ( s t r i p e d  b o x e s ) ,  G S  l i n k e r  ( g r e y  b o x ) ,  a n d  D N A  f e a t u r e s  [ R B S  ( o p e n  b o x )  a n d  
u n i q u e  r e s t r i c t i o n  s i t e s  ( b l a c k  b o x e s ) ] .  
F o l l o w i n g  P C R  a m p l i f i c a t i o n ,  t h e  d o u b l e  s t r a n d e d  L i n k e r  f r a g m e n t s  w e r e  p u r i f i e d  f r o m  
a n y  r e m a i n i n g  P C R  r e a c t a n t s  u s i n g  t h e  W i z a r d  P C R  P r e p s  D N A  p u r i f i c a t i o n  s y s t e m ,  
t h e  p u r i f i e d  f r a g m e n t s  w e r e  t h e n  d i g e s t e d  w i t h  N c o I  a n d  B a m H I  t o  p r o d u c e  c o h e s i v e  
e n d s  f o r  l i g a t i o n  i n t o  t h e  p Q E 6 0  p l a s m i d .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  d i g e s t e d  
P C R  p r o d u c t  r e v e a l e d  t h e  e x p e c t e d  0 . 1  k b  D N A  b a n d  ( F i g u r e  7 . 1 3 A ) .  P u r i f i c a t i o n  o f  
d i g e s t e d  l i n k e r  f r a g m e n t s  w a s  b y  p h e n o l - c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  a n d  e t h a n o l  
p r e c i p i t a t i o n .  R e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  o f  p l a s m i d  D N A  ( p Q E 6 0 )  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  N c o I  
a n d  B a m H I  f o l l o w e d  b y  d e p h o s p h o y l a t i o n  u s i n g  C I P  a n d  p u r i f i c a t i o n  b y  p h e n o l -  
c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n .  T h e  G S  L i n k e r  f r a g m e n t  w a s  c l o n e d  
i n t o  t h e  N c o V B a m H I  s i t e s  o f  p Q E 6 0 .  T h e  l i g a t e d  p r o d u c t s  w e r e  t r a n s f o r m e d  i n t o  
c o m p e t e n t  E .  c o l i  J M 1 0 9  c e l l s  a n d  t h e  p o s i t i v e  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  s e l e c t e d  f o r  
a m p i c i l l i n  ( 1 0 0  & m l )  r e s i s t a n c e .  
F o l l o w i n g  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n  a t  3 7  " C ,  s e v e r a l  c o l o n i e s  w e r e  r a n d o m l y  s e l e c t e d  a n d  
i n d i v i d u a l l y  s u b - c u l t u r e d  i n t o  f r e s h  5  m l  v o l u m e s  o f  L B  b r o t h .  T h e  s e l e c t e d  c l o n e s  w e r e  
g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7  " C  w i t h  s h a k i n g  a t  2 0 0  r p m ,  r e a c h i n g  s t a t i o n a r y  g r o w t h  p h a s e .  
P l a s m i d  i s o l a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  o n  t h e  r e s u l t i n g  c e l l  p e l l e t  a n d  a  s a m p l e  o f  e a c h  
p l a s m i d  p r e p a r a t i o n  w a s  t h e n  a n a l y s e d  b y  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  m a p p i n g .  
D i g e s t i o n  o f  p G S L i n k  w i t h  N c o I  a n d  B a m H I  r e v e a l e d  t h e  p r e d i c t e d  b a n d s  o f  - 0 . 1  k b  
r e s p e c t i v e l y  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  f u s i o n  c o n s t r u c t  h a d  b e e n  s u c c e s s f u l l y  g e n e r a t e d  ( F i g u r e  
7 . 1 3 B ) .  I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h a t  t h e  b j Z - 1  i n s e r t  h a d  b e e n  f a i t h f u l l y  c l o n e d  i n  t e r m s  o f  
n u c l e o t i d e  c o n t e n t  a n d  w a s  ' i n - f r a m e ' ,  p l a s m i d  D N A  w a s  s e q u e n c e d  u s i n g  p Q E  v e c t o r  
s p e c i f i c  f o r w a r d  a n d  r e v e r s e  p r i m e r s  ( T a b l e  2 - 6 )  a n d  p G S L i n k  a s  t e m p l a t e  D N A  a n d  
i d e n t i f i e d  a s  p G S L i n k  ( F i g u r e  7 . 1 2 B ) .  S e q u e n c i n g  r e s u l t s ,  r e c e i v e d  a s  l i n e a r  n u c l e o t i d e  
s e q u e n c e s ,  w e r e  s u b s e q u e n t l y  t r a n s l a t e d  t o  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  a n d  a l i g n e d  w i t h  t h e  
e x p e c t e d  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  G S  l i n k e r  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  7 . 2 . 1  t o  r e v e a l  1 0 0  
%  h o m o l o g y .  
F i g u r e  7 . 1 3  A n a l y s i s  o f  t h e  c l o n i n g  s t e p s  i n  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  
v e c t o r  p G S L i n k  
T h e  a m p l i f i e d  D N A  f r a g m e n t s  e n c o d i n g  m s - L i n k e r  w e r e  a b o u t  0 . 1  k b .  A g a r o s e  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s  ( o n  a  2  %  ( A ) ,  a n d  0 . 7  %  ( B )  a g a r o s e - 1  X  T A E  g e l  a n d  e l e c t r o p h o r e s i s  
w a s  c a r r i e d  o u t  a t  1 0 0  V  f o r  1  h  i n  1  X  T A E )  o f  t h e  P C R  p r o d u c t  r e v e a l e d  t h e  e x p e c t e d  
0 . 1  k b  D N A  b a n d s  f o l l o w i n g  d i g e s t i o n  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s .  L a n e  
1 :  1 0 0  b p  l a d d e r  ( I n v i t r o g e n ) ,  L a n e  2  H i s - L i n k e r  P C R  p r o d u c t  1 0 0  b p .  ( B )  D i g e s t i o n  o f  
p G S L i n k  w i t h  N c o I  a n d  B a l n H I  r e v e a l e d  t h e  p r e d i c t e d  b a n d s  o f  - 0 . 1  k b  i n d i c a t i n g  t h a t  
t h e  f u s i o n  c o n s t r u c t  h a d  b e e n  s u c c e s s f u l l y  g e n e r a t e d .  L a n e  1 :  1 0 0  b p  l a d d e r  
( I n v i t r o g e n ) ,  L a n e  2  a n d  3 :  p G S L i n k  d i g e s t e d  w i t h  N c o I  a n d  B a m H I ,  L a n e  4 :  1  k b  
l a d d e r  ( I n v i t r o g e n ) .  
7 . 2 . 7  G e n e r a t i o n  o f  p G S L i n k - N - B f l - 1  a n d  p G S L i n k - C - B f l - 1  
H u m a n  b j l - 1  c D N A  w a s  c l o n e d  i n t o  p G S L i n k  B a m H I / F - l i n d I I I  s i t e s  u s i n g  P C R  w i t h  
f o r w a r d  a n d  r e v e r s e  o l i g o n u c l e o t i d e s ;  G S - N - b f l F  a n d  G S - N - b f l R  ( T a b l e  2 - 6 )  a n d  
p C D N A 3 - H A - B f l - 1  a s  t e m p l a t e  ( t o  g e n e r a t e  N - t e r m i n a l  t a g g e d  c o n s t r u c t ) .  T h e  p r i m e r s  
w e r e  s y n t h e s i s e d  w i t h  t e r m i n a l  e n d s  d e s i g n e d  t o  i n c o r p o r a t e  d e d i c a t e d  B a m H I  a n d  
H i n d 1 1 1  r e s t r i c t i o n  s e q u e n c e s  a t  t h e  r e s p e c t i v e  5 '  a n d  3 '  t e r m i n i  o f  t h e  a m p l i f i e d  b j l - I  
g e n e .  S i m i l a r l y ,  b f l - 1  c D N A  w a s  c l o n e d  i n t o  p G S L i n k  N c o V X m n I  s i t e s  u s i n g  P C R  w i t h  
f o r w a r d  a n d  r e v e r s e  o l i g o n u c l e o t i d e s ;  G S - C - b f l F  a n d  G S - C - b f l R  ( T a b l e  2 - 6 )  a n d  
p C D N A 3 - H A - b f l - 1  a s  t e m p l a t e  ( t o  g e n e r a t e  C - t e r m i n a l  t a g g e d  c o n s t r u c t ) .  T h e  P C R  
p r o d u c t s  w e r e  p u r i f i e d ,  d o u b l e  d i g e s t e d  w i t h  B n m H V H i n d l I I  o r  N c o V X m a I  t o  p r o d u c e  
c o h e s i v e  e n d s ,  p h e n o l  c h l o r o f o r m  e x t r a c t e d  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  ( F i g u r e  7 . 1 4  A  
s h o w n  f o r  G S - N - b f l  p r o d u c t  o n l y ) .  T h e  p G S L i n k  p l a s m i d  D N A  w a s  d o u b l e  d i g e s t e d  
w i t h  B a m H V H i n d I I I  o r  N c o V X m a I ,  C I P - t r e a t e d ,  p h e n o l  c h l o r o f o r m  e x t r a c t e d  a n d  
e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  ( F i g u r e  7 . 1 4  B  s h o w n  f o r  B a m H U H i n d I I I  d i g e s t  o n l y ) .  
L i g a t i o n  o f  p l a s m i d  a n d  i n s e r t  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  e n z y m e  T 4  D N A  l i g a s e  f o r  3  h  
a t  2 2  " C .  T h e  l i g a t e d  p r o d u c t s  w e r e  t r a n s f o r m e d  i n t o  c o m p e t e n t  E .  c o l i  ~ o s e t t a ~ l u e ~ ~  
c e l l s ,  t h e  p o s i t i v e  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  s e l e c t e d  a n d  t r a n s f o r m e d  c l o n e s  w e r e  s c r e e n e d  b y  
P C R .  A m p l i f i c a t i o n  o f  a  s h o r t  f r a g m e n t  o f  t h e  b f l - 1  g e n e  u s i n g  b f l - 1  s p e c i f i c  p r i m e r s  
( b $ -  I F l b j l -  I R  T a b l e  2 - 6 )  a n d  p G S L i n k - N - B f l - 1  o r  p G S L i n k - C - B f l - 1  t r a n s f o r m a n t  D N A  
a s  t e m p l a t e  r e v e a l e d  a  1 0 0  b p  b a n d  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  f u s i o n  c o n s t r u c t  h a d  b e e n  
s u c c e s s f u l l y  g e n e r a t e d  ( F i g u r e  7 . 1 4  C  s h o w n  f o r  p G S L i n k - N - B f l - 1  o n l y ) .  I n  o r d e r  t o  
d e t e r m i n e  t h a t  t h e  b f l - l  i n s e r t  h a d  b e e n  f a i t h f u l l y  c l o n e d  i n  t e r m s  o f  n u c l e o t i d e  c o n t e n t  
a n d  w a s  ' i n - f r a m e ' ,  p l a s m i d  D N A  w a s  s e q u e n c e d  ( d a t a  n o t  s h o w n )  u s i n g  p Q E  v e c t o r  
s p e c i f i c  f o r w a r d  a n d  r e v e r s e  p r i m e r s  ( T a b l e  2 - 6 ) .  S e q u e n c i n g  r e s u l t s ,  r e c e i v e d  a s  l i n e a r  
n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s ,  w e r e  s u b s e q u e n t l y  t r a n s l a t e d  i n  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  7 . 2 . 1  a n d  a l i g n e d  w i t h  t h e  k n o w n  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  t h e  B f l - 1  
p r o t e i n  u s i n g  t h e  C l u s t a l W  m u l t i p l e  a l i g n m e n t  p r o g r a m .  T h e  p G S - N - B f l - 1 -  a n d  p G S - C -  
B f l -  l  - d e r i v e d  p l a s m i d  D N A ,  w h e n  t r a n s l a t e d ,  d e m o n s t r a t e d  1 0 0  %  h o m o l o g y  w i t h  t h e  
n a t i v e  B f l - 1  p r o t e i n  a s  d e r i v e d  f r o m  t h e  B f l - 1  c o d i n g  s e q u e n c e  w i t h  G e n B a n k  a c c e s s i o n  
n u m b e r  U 2 7 4 6 7  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  T h e  p h y s i c o - c h e m i c a l  p a r a m e t e r s  o f  t h e  p r o t e i n  
s e q u e n c e s  w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  P r o t P a r a m  t o o l  ( p a r a m e t e r s  d e v i a t e d  o n l y  s l i g h t l y  
f r o m  t h o s e  p r e d i c t e d  i n  T a b l e  7 - 1  f o r  H i s - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - H i s ,  a p a r t  f r o m  m o l e c u l a r  
w e i g h t ,  p r e d i c t e d  t o  b e  2 2 . 8  k D a ,  t h e  s m a l l  i n c r e a s e  b e i n g  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  
l i n k e r ) .  
A  B  C  
1 2  1 2  1 2  3  4  5  6 7 8 9 1 0  
I - I  m  
-  4 k b  
- 3 k b  
6 0 0  b p  -  
4 0 0  b p  -  
5 0 0  b p  -  
1 0 0  b p  -  4- 
F i g u r e  7 . 1 4  A n a l y s i s  o f  t h e  c l o n i n g  s t e p s  i n  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  
v e c t o r  p G S L i n k - N - B f l - 1 .  
T h e  a m p l i f i e d  D N A  f r a g m e n t s  e n c o d i n g  b j l - 1  
w a s  a b o u t  0 . 5 3  k b .  A g a r o s e  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s  ( o n  a  2  %  ( A  a n d  C ) ,  a n d  0 . 7  %  ( B )  a g a r o s e - 1  X  T A E  g e l  c a r r i e d  o u t  a t  
1 0 0  V  f o r  1  h  i n  1  X  T A E )  o f  t h e  P C R  p r o d u c t  r e v e a l e d  t h e  e x p e c t e d  0 . 5 3  k b  D N A  
b a n d s  f o l l o w i n g  d i g e s t i o n  w i t h  B a m H I  a n d  H i n d I I I  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  ( A ) .  L a n e  1 :  
1 0 0  b p  l a d d e r  ( I n v i t r o g e n ) ,  L a n e  2  b f Z - I  P C R  p r o d u c t  5 3 2  b p  i n d i c a t e d  b y  a  b l a c k  
a r r o w .  ( B )  D i g e s t i o n  o f  p G S L i n k  w i t h  B a l n H I  a n d  H i n d I I I  r e v e a l e d  a  s i n g l e  b a n d  o f  
- 3 . 4  k b  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  p l a s m i d  D N A  w a s  c o m p l e t e l y  l i n e a r i s e d .  L a n e  1 :  p G S L i n k  
d i g e s t e d  w i t h  B a m H I  a n d  H i n d I I I ,  L a n e  2 :  1  k b  l a d d e r  ( I n v i t r o g e n ) .  ( C )  A  P C R  a s s a y  
w a s  u s e d  t o  v e r i f y  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  b j l - 1  i n s e r t  i n  p o t e n t i a l  p G S L i n k - N - B f l - 1  c l o n e s .  
T h e  a m p l i f i e d  D N A  f r a g m e n t s  e n c o d i n g  b f l - 1  w a s  a b o u t  0 . 1  k b ,  i n d i c a t e d  b y  a  b l a c k  
a r r o w .  L a n e  1 :  1 0 0  b p  l a d d e r  ( I n v i t r o g e n ) ,  L a n e  2 -  1 0 :  P C R  p r o d u c t s  ( p G S L i n k - N - B f l -  1  
c l o n e s  a s  t e m p l a t e  D N A ) .  
7 . 2 . 8  E x p r e s s i o n  s c r e e n i n g  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  H i s - L i n k e r - B f l - 1  a n d  
B f l - 1 - L i n k e r - H i s  f u s i o n  p r o t e i n s  
S e v e r a l  s i n g l e  c o l o n i e s  o f  s e l e c t e d  t r a n s f o m a n t  c l o n e s  w e r e  u s e d  t o  i n o c u l a t e  o v e r n i g h t  
c u l t u r e s  t o  s c r e e n  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  H i s - L i n k e r - B  f l -  1  a n d  B  f l -  1  - L i n k e r - H i s .  
E x p r e s s i o n  c u l t u r e s  w e r e  i n d u c e d  t o  e x p r e s s  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  b y  a d d i t i o n  o f  I P T G  
t o  l o g a r i t h m i c  p h a s e  c u l t u r e s  ( S e c t i o n  7 . 2 . 2 ) .  S D S - P A G E  a n a l y s i s  o f  c e l l  l y s a t e s  
r e v e a l e d  a  s i n g l e  m a j o r  p r o t e i n  b a n d  o f  t h e  e x p e c t e d  - 2 3  k D a  s i z e  ( F i g u r e  7 . 1 5 ) .  
2 3 0  
F i g u r e  7 . 1 5  E x p r e s s i o n  s c r e e n i n g  o f  r e c o m b i n a n t  p G S L i n k - N - B f l - 1  a n d  p G S L i n k -  
C - B f l - 1  c l o n e s  
S e l e c t e d  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  s c r e e n e d  f o r  e x p r e s s i o n  o f  t h e  H i s - L i n k e r - B f l - 1  ( A )  a n d  
B f l - 1 - L i n k e r - H i s  ( B )  p r o t e i n s  b y  p r e p a r a t i o n  o f  s m a l l - s c a l e  e x p r e s s i o n  c u l t u r e s  
f o l l o w e d  b y  c e l l  l y s i s  a t  5  h  p o s t  i n d u c t i o n  a n d  S D S - P A G E  a n a l y s i s .  E x p r e s s i o n  o f  H i s -  
L i n k e r - B f l -  1  a n d  B f l -  1 - L i n k e r - H i s  p r o t e i n s  w e r e  d e t e c t e d  a t  p r e d i c t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  
o f  - 2 3  k D a .  L a n e  M :  M a r k e r  ( A m e r s h a m ) ,  l a n e  1 - 5 1 1 - 6 :  p G S L i n k - N - B f l -  
l ( A ) / p G S L i n k - C - B f l - l ( B )  r e c o m b i n a n t  c l o n e s .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  a r e  
i n d i c a t e d  o n  t h e  l e f t  a n d  b l a c k  a r r o w h e a d s  d e s i g n a t e  t h e  l o c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  B f l - 1 .  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  ( S e c t i o n  2 . 7 . 4 )  o f  e x p r e s s i o n  l y s a t e s  w a s  p e r f o r m e d  t o  c e r t i f y  t h e  
i n t e g r i t y  o f  t h e  H i s  t a g  p r i o r  t o  p u r i f i c a t i o n  ( F i g u r e  7 . 1 6 ) .  N i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  w i t h  
t r a n s f e r r e d  e l e c t r o p h o r e s e d  p r o t e i n s  f r o m  e x p r e s s i o n  l y s a t e s  w e r e  p r o b e d  w i t h  a n  a n t i -  
2 3  1  
H i s  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  w h i c h  h a d  b e e n  c o n j u g a t e d  w i t h  H R P .  C h r o m o g e n i c  d e t e c t i o n  
o f  H R P  a n d  c o n s e q u e n t l y  t h e  p r e s e n c e  o f  H i s  t a g  m o i e t i e s  o f  t h e  f u s i o n  p r o t e i n s  w a s  
e v i d e n t  a s  c a n  b e  s e e n  i n  L a n e s  1  a n d  2  f o r  H i s - L i n k e r - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - L i n k e r - H i s  
p r o t e i n s  r e s p e c t i v e l y .  
F i g u r e  7 . 1 6  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  H i s - L i n k e r - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - L i n k e r - H i s  
p r o t e i n s  
I m m u n o r e a c t i v i t y  o f  H R P - l a b e l e d  a n t i - H i s  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( S i g m a - A l d r i c h )  w i t h  
e x p r e s s i o n  l y s a t e s  o f  E .  c o l i  ~ o s e t t a ~ l u e ~ ~  h a r b o u r i n g  p G S L i n k - N - B f l -  1  a n d  p G S L i n k -  
C - B f l -  I .  H i s - L i n k e r - B f l -  1  
( L a n e  1 )  a n d  B f l -  1 - L i n k e r - H i s  ( L a n e  2 )  p r o t e i n s  w e r e  
d e t e c t e d  a t  p r e d i c t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  - 2 3  k D a .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  
( L a n e  M  ( A m e r s h a m ) )  a r e  i n d i c a t e d  o n  t h e  l e f t  a n d  b l a c k  a r r o w h e a d s  d e s i g n a t e  t h e  
l o c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  B f l -  1 .  
P u r i f i c a t i o n  o f  H i s - L i n k e r - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - L i n k e r - H i s  w a s  a c h i e v e d  i n  a  c o l u m n  
p r o c e d u r e  ( S e c t i o n  2 . 8 . 3 . 2 )  u n d e r  n a t i v e  a n d  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  ( F i g u r e  7 . 1 7 ;  s h o w n  
f o r  f i s - L i n k e r - B f l - 1  u n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s  o n l y ) .  
F i g u r e  7 . 1 7  P u r i f i c a t i o n  o f  H i s - L i n k e r - B f l - 1  
R e c o m b i n a n t  p r o t e i n  p u r i f i c a t i o n  o f  H i s - L i n k e r - B f l -  1  u n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s  u s i n g  N i -  
N T A  r e s i n .  M :  M a r k e r  ( A m e r s h a m ) ,  C L :  C l e a r e d  c e l l  l y s a t e ,  F T :  F l o w  t h r o u g h ,  W 1  a n d  
W 2 :  W a s h  w i t h  1 0  m M  i m i d a z o l e  b u f f e r ,  E l - 2 :  E l u t i o n  w i t h  2 5 0  m M  i m i d a z o l e  b u f f e r .  
T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  a r e  i n d i c a t e d  o n  t h e  l e f t  a n d  b l a c k  a r r o w h e a d s  d e s i g n a t e  
t h e  l o c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  B f l -  1 .  
7 . 2 . 9  O p t i m i s a t i o n  o f  p u r i f i c a t i o n  
O n c e  p u r i f i c a t i o n  w a s  a c h i e v e d ,  t h e  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  f o r  p u r i f i c a t i o n  w e r e  d e t e r m i n e d  
e m p i r i c a l l y .  P u r i f i c a t i o n  o f  H i s - L i n k e r - B f l -  1  a n d  B f l -  1 - L i n k e r - H i s  w a s  o p t i m i s e d  b y  
p e r f o r m i n g  a  s e r i e s  o f  m i n i c o l u m n  n a t i v e  p u r i f i c a t i o n s  ( S e c t i o n  7 . 2 . 8 )  w i t h  v a r i a t i o n  o f  
i m i d a z o l e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  l y s i s ,  w a s h  a n d  e l u t i o n  b u f f e r s  t o  a c h i e v e  o p t i m a l  
b i n d i n g  l e v e l s  f o r  t h e  r e c o m b i n a n t  f u s i o n  p r o t e i n s  y e t  m i n i m i s e  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  
c o n t a m i n a n t  p r o t e i n s  ( F i g u r e  7 . 1 8 ) .  O p t i m a l  b i n d i n g  o f  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w i t h  
m i n i m u m  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  t o  t h e  N i - N T A  m a t r i x  w a s  a c h i e v e d  w h e n  t h e  i m i d a z o l e  
c o n c e n t r a t i o n  w a s  r e d u c e d  t o  2  m M  a n d  w h e n  t h e  l y s a t e  w a s  p a s s e d  o v e r  t h e  c o l u m n  a  
f u r t h e r  t h r e e  t i m e s .  T h e  i m p r o v e d  l e v e l  o f  b i n d i n g  c a n  b e  s e e n  b y  c o m p a r i n g  t h e  C L  a n d  
F T  f r a c t i o n s  o f  F i g u r e  7 . 1 7  a n d  F i g u r e  7 . 1 8 .  T h e  h i g h  l e v e l  o f  H i s - L i n k e r - B f l -  1  p r o t e i n  
i n  t h e  F T  f r a c t i o n  o f  F i g u r e  7 . 1 7  i n d i c a t e s  s u b - o p t i m a l  b i n d i n g  a n d  ' r u n - t h r o u g h '  o f  t h e  
d e s i r e d  p r o t e i n .  T h e  y i e l d  o f  p u r i f i e d  p r o t e i n  i n  E l I E 2  f r a c t i o n s  i s  t h e r e f o r e  
d e t r i m e n t a l l y  a f f e c t e d .  C o - p u r i f i c a t i o n  o f  c o n t a m i n a n t s  w a s  n o t  a  s i g n i f i c a n t  p r o b l e m ,  
h o w e v e r ,  e l u t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  o f  i n t e r e s t  d u r i n g  w a s h  s t e p s  w a s  m i n i m i s e d  b y  e n s u r i n g  
a  l o w  s t r i n g e n c y  w a s h  w i t h  4  m M  i m i d a z o l e  b u f f e r .  A  s t e p  g r a d i e n t  o f  i m i d a z o l e  
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c o n c e n t r a t i o n  f o r  o p t i m a l  e l u t i o n  i n d i c a t e d  t h e  g r e a t e s t  y i e l d  o f  p u r i f i e d  p r o t e i n  c o u l d  b e  
a c h i e v e d  w i t h  a  4 0 0  m M  i m i d a z o l e  b u f f e r .  
F i g u r e  7 . 1 8  O p t i m i s a t i o n  o f  p u r i f i c a t i o n  o f  H i s - L i n k e r - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - L i n k e r - H i s  
u n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s .  
R e c o m b i n a n t  p r o t e i n  p u r i f i c a t i o n  o f  H i s - L i n k e r - B f l - 1  ( A )  a n d  B f l - 1 - L i n k e r - H i s  ( B )  
u n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s  u s i n g  N i - N T A  r e s i n .  M :  M a r k e r  ( A m e r s h a m ) ,  C L :  C l e a r e d  c e l l  
l y s a t e ,  m :  F l o w  t h r o u g h ,  W 1  a n d  W 2 :  W a s h  w i t h  4  m M  i r n i d a z o l e  b u f f e r ,  E l - 2 :  
E l u t i o n  w i t h  4 0 0  m M  i m i d a z o l e  b u f f e r .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  a r e  i n d i c a t e d  o n  
t h e  l e f t  a n d  b l a c k  a r r o w h e a d s  d e s i g n a t e  t h e  l o c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  B f l -  1 .  
I n  c o n t r a s t  t o  H i s - t a g g e d  B f l - 1  e x p r e s s e d  f r o m  p Q E 3 0  a n d  p Q E 6 0 ,  t h e  e q u i v a l e n t  
r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  w e r e  r e a d i l y  p u r i f i a b l e  b y  I M A C  w h e n  e x p r e s s e d  f r o m  p G S L i n k -  
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N B f l - I  a n d  p G S L i n k - C - B f l - 1  ( c o m p a r e  F i g u r e  7 . 1 9 A  a n d  B ) .  T h e s e  r e s u l t s  d i r e c t l y  
i m p l i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p e p t i d e  l i n k e r  a s  b e i n g  k e y  t o  e n a b l i n g  s u c c e s s f u l  
p u r i f i c a t i o n .  
L '  
e r  n  s  
I I I l - -  
2 %  
.w -  C . .  
l u  
2 0 -  
F i g u r e  7 . 1 9  E x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  H i s - t a g g e d  B f l - 1  i n  
E .  c o l i  
( A  a n d  B )  T o t a l  E .  c o l i  p r o t e i n s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  r e c o m b i n a n t  c l o n e s  f o l l o w i n g  
I P T G  i n d u c t i o n .  C e l l s  w e r e  l y s e d  i n  n a t i v e  l y s i s  b u f f e r  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  H i s - t a g g e d  
p r o t e i n s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a  b a t c h  c o l u m n  p r o c e d u r e  u n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s .  
S a m p l e s  f r o m  p u r i f i c a t i o n  s t a g e s  w e r e  a n a l y z e d  b y  S D S - P A G E  ( 1 5  %  s e p a r a t i n g  g e l ,  5  
%  s t a c k i n g  g e l )  f o l l o w e d  b y  s t a i n i n g  w i t h  C o o m a s s i e  b l u e .  L a n e s :  M ,  m a r k e r s  
( i n d i c a t e d  o n  t h e  l e f t  i n  k D a ) ;  0  a n d  5 ,  h s  p o s t  i n d u c t i o n  w i t h  0 . 1  r n M  I P T G ;  C C L ,  
c l e a r e d  c e l l  l y s a t e ;  F T ,  f l o w  t h r o u g h ;  W 1  a n d  W 2 ,  w a s h e s  1  a n d  2 ;  E l  a n d  E 2 ,  e l u t i o n s  
1  a n d  2 .  T h e  l o c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  B f l - 1  i s  i n d i c a t e d  w i t h  b l a c k  a r r o w h e a d s .  
7 . 2 . 1 0  A n t i g e n  P r e p a r a t i o n  
O p t i m i s e d  p u r i f i c a t i o n  c o n d i t i o n s  w e r e  t h e n  u s e d  t o  p r e p a r e  p r o t e i n  f r o m  l a r g e - s c a l e  
e x p r e s s i o n  c u l t u r e s  ( S e c t i o n  2 . 8 . 4 ) .  T h e  r e s u l t i n g  e l u a t e s  w e r e  p o o l e d  a n d  a p p l i e d  t o  a n  
T M  
A m i c o n  
u l t r a - f i l t e r  ( S e c t i o n  2 . 8 . 5 )  w i t h  a  1 0  k D a  c u t - o f f  t o  a l l o w  f o r  p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n  a n d  b u f f e r  e x c h a n g e  t o  P B S  ( A p p e n d i x ) ,  t h e  d e s i r e d  b u f f e r  f o r  
i m m u n i s a t i o n .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  r e s u l t a n t  p r o t e i n  s o l u t i o n  i n  P B S  ( a n a l y s e d  b y  
S D S - P A G E  i n  F i g u r e  7 . 2 0 )  w a s  d e t e r m i n e d  t o  b e  - 0 . 8  m g l m l  b y  m e a s u r i n g  a b s o r b a n c e  
a t  2 8 0  n m  u s i n g  a  ~ a n o d r o ~ ~ ~  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a n d  w a s  b a s e d  o n  t h e  p r o t e i n  
m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  e x t i n c t i o n  c o - e f f i c i e n t  ( T a b l e  7 -  1 )  p r e d i c t e d  i n  S e c t i o n  7 . 2 . 7 .  
F i g u r e  7 . 2 0  P u r i f i e d  c o n c e n t r a t e d  B f l - 1  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  
P o o l e d  e l u a t e s  f r o m  p r e p a r a t i v e  p u r i f i c a t i o n  w e r e  c o n c e n t r a t e d  u s i n g  a n   m i c  c o n ^ ^  
u l t r a f i l t e r  a n d  t h e  s o l v e n t  b u f f e r  w a s  s i m u l t a n e o u s l y  e x c h a n g e d  t o  P B S .  T h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  r e s u l t a n t  p r o t e i n  p r e p a r a t i o n  i n  P B S  w a s  d e t e r m i n e d  t o  b e  - 0 . 8  
m g l m l  a n d  t h e  i n t e g r i t y  o f  s a m e  w a s  m o n i t o r e d  b y  S D S - P A G E .  L a n e s ;  M ,  M a r k e r  
( A m e r s h a m ) ,  L a n e  1 1 2 ,  c o n c e n t r a t e d  p r o t e i n  p r e p a r a t i o n :  n e a t 1 1 1 1 0  d i l u t i o n .  T h e  
m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  a r e  i n d i c a t e d  o n  t h e  l e f t  a n d  b l a c k  a r r o w h e a d s  d e s i g n a t e  t h e  
l o c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  B f l - 1  .  
7 . 2 . 1 1  A n t i b o d y  p r e p a r a t i o n  a n d  a n a l y s i s  b y  E L I S A  a n d  w e s t e r n  
b l o t t i n g  
P r e p a r e d  a n t i g e n  w a s  s u b s e q u e n t l y  u s e d  t o  i r n m u n i s e  a  r a b b i t  i n  o r d e r  t o  g e n e r a t e  
p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  d i r e c t e d  a g a i n s t  B f l - 1 .  C u s t o m  H y b r i d o m a  l a b o r a t o r i e s  ( T h e  
N e t h e r l a n d s )  c a r r i e d  o u t  i r n m u n i s a t i o n  a n d  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  r a b b i t  f o l l o w e d  b y  b l o o d  
c o l l e c t i o n  a n d  s e r a  r e c o v e r y .  T h e  p r e s e n c e  o f  a n t i b o d i e s  i n  t h e  r a b b i t  s e r u m  s p e c i f i c  f o r  
t h e  H i s - t a g g e d  B f l - 1  a n t i g e n  w a s  c o n f i r m e d  b y  E L I S A  ( F i g u r e  7 . 2 1 ;  p e r f o r m e d  b y  
C u s t o m  H y b r i d o m a  l a b o r a t o r i e s ) .  
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S e r u m  d i l u  t i o n  
- e -  B f l - 1  - H i s  - *  N e g a t i w  c o n t r o l  
F i g u r e  7 . 2 1  E L I S A  t o  d e t e c t  B F L - 1 - H i s  i n  i m m u n e  s e r u m  
T h e  B f l - 1 - H i s  a n t i g e n  w a s  a t t a c h e d  t o  p o l y s o r b  p l a t e s .  R a b b i t  s e r u m  w a s  a p p l i e d  i n  t h e  
r e s p e c t i v e  d i l u t i o n  f o r  2  h  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  S p e c i f i c  I g G s  w e r e  d e t e c t e d  u s i n g  
G a m m a - c h a i n  s p e c i f i c  a n t i - r a b b i t  I g G - H P R O  c o n j u g a t e .  D a t a  p r e s e n t e d  a s  a v e r a g e s  O D  
r e a d i n g s  f o r  t h e  r e s p e c t i v e  w e l l s .  ( 1  O D  =  1 0 0 0 ) .  R e a c t i o n  i s  s t o p p e d  b y  r e a c h i n g  1 0 0 0 .  
T h e  p r e s e n c e  o f  B f l - 1 - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  i n  t h e  r a b b i t  s e r u m  w a s  c o n f i r m e d  b y  w e s t e r n  
b l o t  a n a l y s i s  ( S e c t i o n  2 . 7 . 4 )  o f  e x p r e s s i o n  l y s a t e s .  N i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  w i t h  
t r a n s f e r r e d  e l e c t r o p h o r e s e d  p r o t e i n s  f r o m  e x p r e s s i o n  l y s a t e s  w a s  b l o c k e d  w i t h  5  %  
m a r v e l  a n d  p r o b e d  w i t h  r a b b i t  s e r u m  d i l u t e d  i n  5  %  m a r v e l  ( r a n g e  o f  d i l u t i o n s ;  1 1 5 0 ,  
1 1 1 5 0 ,  1 1 5 0 0  a n d  1 1 1 0 0 0 ) .  A n  a n t i - r a b b i t  a n t i b o d y  c o n j u g a t e d  t o  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
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( A P )  w a s  u s e d  t o  d e t e c t  p r i m a r y  a n t i b o d y  b i n d i n g .  C h r o m o g e n i c  d e t e c t i o n  o f  A P  w a s  
a c h i e v e d  b y  a p p l i c a t i o n  o f  A P  s u b s t r a t e ,  B C I P ,  t o  t h e  m e m b r a n e .  
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W e s t e r n  b l o t  
W e s t e r n  b l o t  p l u s  P o n c e a u  S  
F i g u r e  7 . 2 2  W e s t e r n  b l o t  u s i n g  r a b b i t  a n t i - s e r a  
( A )  I m m u n o r e a c t i v i t y  o f  r a b b i t  a n t i - s e r a  ( d i l u t e d  1 1 1 0 0 0  i n  5  %  m a r v e l )  w i t h  e x p r e s s i o n  
l y s a t e s  o f  E .  c o l i  ~ o s e t t a ~ l u e ~ ~  h a r b o u r i n g  p G S L i n k - N - B f l - 1  ( L a n e  4 )  o r  E .  c o l i  s t r a i n  
h a r b o u r i n g  p l a s m i d  e x p r e s s i n g  u n r e l a t e d  H i s - t a g g e d  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  ( L a n e  2 ) .  H i s -  
L i n k e r - B f l -  1  ( L a n e  4 )  p r o t e i n  w a s  d e t e c t e d  a t  p r e d i c t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  - 2 3  k D a .  
T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  ( L a n e  M  ( A m e r s h a m ) )  a r e  i n d i c a t e d  o n  t h e  l e f t  a n d  b l a c k  
a r r o w h e a d s  d e s i g n a t e  t h e  l o c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  B f l - 1 .  ( B )  D e v e l o p e d  w e s t e r n  b l o t  
m e m b r a n e  o v e r l a i d  w i t h  P o n c e a u  S  p r o t e i n  s t a i n  t o  h i g h l i g h t  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  
u n r e l a t e d  o v e r e x p r e s s e d  H i s - t a g g e d  p r o t e i n  i n  L a n e  2  a t  - 2 9  k D a ,  d e s i g n a t e d  b y  a  w h i t e  
a r r o w .  
T h e  a n t i s e r a  p r o d u c e d  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  s u p p l i e d  a n t i g e n  ( B f l - 1  p r o t e i n  s e p a r a t e d  f r o m  
H i s  t a g  b y  G S  l i n k e r )  h a d  n o  c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  t h e  u n r e l a t e d  H i s - t a g g e d  r e c o m b i n a n t  
p r o t e i n  p r o c u r e d  f r o m  t h e  A p p l i e d  B i o c h e m i s t r y  g r o u p  a t  D C U ,  r e v e a l e d  i n  l a n e  2  o f  
F i g u r e  7 . 2 2 B  ( i n d i c a t e d  b y  w h i t e  a r r o w ) .  T h i s  o v e r e x p r e s s e d  u n r e l a t e d  H i s - t a g g e d  
p r o t e i n  w a s  e x p o s e d  w h e n  t h e  d e v e l o p e d  w e s t e r n  b l o t  w a s  o v e r l a i d  w i t h  P o n c e a u  S  t o  
s t a i n  f o r  t o t a l  p r o t e i n .  T h e  l a c k  o f  s i g n a l  i n  F i g u r e  7 . 2 2 A  a t  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h s  
u n r e l a t e d  o v e r e x p r e s s e d  t a g g e d  p r o t e i n  ( - 2 9  k D a )  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  a n t i b o d i e s  
p r o d u c e d  w e r e  s p e c i f i c  f o r  t h e  B f l - 1  f u s i o n  p a r t n e r  a n d  n o t  d i r e c t e d  a g a i n s t  t h e  H i s  t a g  
p o r t i o n  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  a n t i g e n  ( F i g u r e  7 . 2 2 A ;  l a n e  4 ) .  T h e  a n t i - s e r a  a l s o  d e t e c t e d  
s o m e  n o n - s p e c i f i c  p r o t e i n s  i n  t h e  E .  c o l i  l y s a t e  i n c l u d i n g  o n e  r e s o l v i n g  a t  t h e  s a m e  
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m o l e c u l a r  w e i g h t  a s  t h e  B f l - 1  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  ( F i g u r e  7 . 2 2 A ;  l a n e  2 ) ,  t h e s e  a r e  
m o s t  l i k e l y  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  l o w - l e v e l  c o n t a m i n a n t  E .  c o l i  p r o t e i n s  i n  t h e  a n t i g e n  
p r e p a r a t i o n .  T h e  a n t i - s e r a  d e t e c t e d  t h e  B f l - 1  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  o v e r  t h e  r a n g e  o f  
d i l u t i o n s  t e s t e d  ( 1 1 5 0 ,  1 1 1 5 0 ,  1 1 5 0 0  a n d  1 1 1 0 0 0 )  b y  w e s t e r n  b l o t t i n g .  
7 . 3  D i s c u s s i o n  
T h e  p o l y h i s t i d i n e - t a g ,  w h i c h  u t i l i s e s  I M A C  t o  p u r i f y  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  c o n t a i n i n g  a  
s h o r t  a f f i n i t y - t a g  c o n s i s t i n g  o f  p o l y h i s t i d i n e  r e s i d u e s  i s  a  s m a l l  t a g  a n d  i s  n o t  a s  
i m m u n o g e n i c  a s  l a r g e  t a g s  ( s u c h  a s  g l u t a t h i o n e  s - t r a n s f e r a s e  o r  m a l t o s e - b i n d i n g  
p r o t e i n )  a n d  c a n  b e  u s e d  d i r e c t l y  a s  a n  a n t i g e n  i n  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n ,  w i t h o u t  t h e  n e e d  
f o r  t a g  c l e a v a g e .  
M a n y  a u t h o r s  h a v e  c i t e d  t h e  n e e d  f o r  g o o d  q u a l i t y  a n t i - B f l - 1  a n t i b o d y  p r e p a r a t i o n s  i n  
r e c e n t  y e a r s .  I n  t h i s  s t u d y  i t  w a s  c h o s e n  t o  p r e p a r e  H i s - t a g g e d  r e c o m b i n a n t  B f l - 1  
p r o t e i n  f o r  r a b b i t  i m m u n i s a t i o n  a n d  p r o d u c t i o n  o f  a n t i - B f l -  1  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s .  T h e  
g e n e r a t i o n  o f  N -  o r  C - t e r m i n a l  H i s - t a g g e d  B f l - 1  u s i n g  t h e  e x p r e s s i o n  v e c t o r s  p Q E 6 0  
a n d  p Q E 3 0  i s  d e s c r i b e d .  T h e s e  v e c t o r s  w e r e  c h o s e n  f o r  t h i s  p u r p o s e  a s  t h e y  p e r m i t  t h e  
h i g h - l e v e l  a n d  r e g u l a t a b l e  e x p r e s s i o n  o f  H i s - t a g g e d  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s .  I n i t i a l  e f f o r t s  
t o  e x p r e s s  r e c o m b i n a n t  H i s - t a g g e d  B f l -  1  u s i n g  p Q E 3 0 - B f l -  1  a n d  p Q E 6 0 - B f l -  1  w e r e  
u n s u c c e s s f u l .  T h e  u s e  o f  a n  E .  c o l i  s t r a i n  e n g i n e e r e d  t o  s u p p l y  t R N A s  r a r e l y  e x p r e s s e d  
i n  E. c o l i  e n a b l e d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  b y  o v e r c o m i n g  a  c o d o n  b i a s .  
T h e  s u b s e q u e n t  f a i l u r e  t o  p u r i f y  H i s - B f l - 1  a n d  B f l - 1 - H i s  p r o t e i n s  b y  M A C  p r e s e n t e d  
a n o t h e r  c h a l l e n g e  i n  t h i s  s t u d y .  T o  o v e r c o m e  t h i s  b a r r i e r ,  a  m o d i f i e d  e x p r e s s i o n  v e c t o r  
w a s  c o n s t r u c t e d  u s i n g  t h e  p Q E 6 0  v e c t o r  a s  b a c k b o n e .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  f e a t u r e s  o f f e r e d  
b y  t h e  p Q E 6 0  v e c t o r ,  t h e  m o d i f i e d  v e c t o r  ( p G S L i n k )  a l l o w s  e x p r e s s i o n  o f  t h e  p r o t e i n  o f  
i n t e r e s t  l i n k e d  t o  a  H i s - t a g  b y  a  f l e x i b l e  G S  l i n k e r .  I t  w a s  r e a s o n e d  t h a t  i n s e r t i o n  o f  a  
s p a c e r  o r  l i n k e r  p e p t i d e  b e t w e e n  t h e  t w o  m o i e t i e s  o f  t h e  f u s i o n  p r o t e i n  w o u l d  e n h a n c e  
t h e  f l e x i b i l i t y  o f  t h e  H i s - t a g  t o  a d o p t  a  r a n g e  o f  c o n f o r m a t i o n s  a n d  m a x i m i s e  t h e  
o p p o r t u n i t y  f o r  i n t e r a c t i o n  w i t h  r e s i n  b i n d i n g  s i t e s  d u r i n g  I M A C .  
T h e  m o d i f i e d  v e c t o r  p G S L i n k  p e r m i t s  t h e  p o s i t i o n i n g  o f  a  6 x H i s - t a g  l i n k e d  t o  a n y  
p r o t e i n  o f  i n t e r e s t  b y  a  2 1 - a m i n o  a c i d  ( G l y 4 S e r ) 4 G l y  l i n k e r .  T h e  r a t i o n a l e  f o r  u s i n g  a  
l i n k e r  w i t h  t h i s  p a r t i c u l a r  s e q u e n c e  w a s  t h a t  ( i )  t h e  s e r i n e  r e s i d u e s  w o u l d  e n h a n c e  t h e  
h y d r o p h i l i c i t y  o f  t h e  p e p t i d e  b a c k b o n e  t o  a l l o w  h y d r o g e n  b o n d i n g  t o  s o l v e n t  m o l e c u l e s ,  
( i i )  t h e  g l y c i n e  r e s i d u e s  w o u l d  p r o v i d e  t h e  l i n k e r  w i t h  f l e x i b i l i t y  t o  a d o p t  a  r a n g e  o f  
c o n f o r m a t i o n s  a n d  m a x i m i s e  t h e  o p p o r t u n i t y  f o r  i n t e r a c t i o n  w i t h  r e s i n  b i n d i n g  s i t e s  
d u r i n g  I M A C  ( A r g o s ,  1 9 9 0 ) ,  ( i i i )  t h e s e  p r o p e r t i e s  c o u l d  a l s o  s e r v e  t o  p r e v e n t  i n t e r a c t i o n  
o f  t h e  l i n k e r  p e p t i d e  w i t h  h y d r o p h o b i c  i n t e r f a c e s  o n  p r o t e i n  d o m a i n s ,  a n d  ( i v )  t h e  l i n k e r  
p e p t i d e  w o u l d  b e  p o o r l y  i m m u n o g e n i c ,  a  p a r t i c u l a r  a d v a n t a g e  w h e n  t h e  r e c o m b i n a n t  
p r o t e i n  i s  t o  b e  u s e d  d i r e c t l y  a s  a n  i m m u n o g e n  ( t h e  H i s - t a g  i t s e l f  i s  s m a l l  a n d  d o e s  n o t  
n e e d  t o  b e  r e m o v e d  p r i o r  t o  i m m u n i s a t i o n s ) .  I n  a n o t h e r  s t u d y ,  t h e  p l a s m i d  p K W 3 2  w a s  
g e n e r a t e d  s o  a s  t o  p e r m i t  t h e  e x p r e s s i o n  o f  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  w i t h  H i s - t a g g e d  
b a c t e r i a l  h e m o g l o b i n  ( V H b ;  1 5 . 7  k D a )  a s  a n  N - t e r m i n a l  f u s i o n  p a r t n e r  ( K w o n  e t  a l . ,  
2 0 0 5 ) ,  w i t h  a  r e q u i r e m e n t  f o r  s u b s e q u e n t  e n z y m a t i c  r e m o v a l  o f  t h e  V H b  d o m a i n .  I n  a n  
e f f o r t  t o  r e s o l v e  I M A C  p u r i f i c a t i o n  d i f f i c u l t i e s  a s s o c i a t e d  w i t h  s o m e  p r o t e i n s ,  t h a t  
v e c t o r  w a s  r e c e n t l y  m o d i f i e d  t o  i n c l u d e  a  s h o r t  g l y c i n e - r i c h  s e q u e n c e  d i s t a l  t o  t h e  N -  
t e r m i n a l ' V H b  d o m a i n I H i s - t a g .  H e r e ,  h o w e v e r ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  d i f f e r e n c e  i n  l i n k e r  
p e p t i d e  d e s i g n ,  p G S L i n k  d i s t i n g u i s h e s  i t s e l f  a s  a  t o o l  f o r  s i m i l a r  p u r p o s e s  i n  t h a t  i t  
o f f e r s  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  g e n e r a t i n g  b o t h  N -  a n d  C - t e r m i n a l  g l y c i n e l s e r i n e  l i n k e r -  
s e p a r a t e d  H i s - t a g g e d  f u s i o n  p r o t e i n s  f r o m  o n e  v e c t o r ,  a s  d e m o n s t r a t e d  h e r e  u s i n g  t h e  
h u m a n  b f l - 1  O R F ,  o r  d o u b l e  N -  a n d  C - t e r m i n a l  H i s - t a g g e d  p r o t e i n s  s i m u l t a n e o u s l y ,  
d e p e n d i n g  o n  t h e  c l o n i n g  s i t e s  u s e d ,  a n d  d o e s  n o t  n e c e s s i t a t e  c l e a v a g e  a n d  
r e p u r i f i c a t i o n  s t e p s  p o s t - I M A C .  
I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  l i n k e r  c o u l d  d e t r i m e n t a l l y  a f f e c t  p r o t e i n  
f o l d i n g  a n d l o r  f u n c t i o n a l i t y ,  t h e  h o r s e  r a d i s h  p e r o x i d a s e  ( H R P )  O R F  w a s  c l o n e d  i n t o  
N c o I  a n d  X m a I  s i t e s  o f  t h e  p G S L i n k  c o n s t r u c t  b y  M r .  B a r r y  R y a n  a t  D C U .  T h e  H R P -  
L i n k e r - H i s  p r o t e i n  w a s  e x p r e s s e d  a n d  p u r i f i e d  u n d e r  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  a n d  
s u b s e q u e n t l y  r e f o l d e d .  T h e  H i s - l i n k e d - H R P  p r o t e i n  w a s  s u b s e q u e n t l y  a s s a y e d  f o r  H R P  
e n z y m a t i c  a c t i v i t y  u s i n g  a  c h r o m o g e n i c  a s s a y  a n d  w a s  f o u n d  t o  b e  a c t i v e .  T h e  p r e s e n c e  
o f  t h e  L i n k e r  t h e r e f o r e  d i d  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  p r o t e i n  f o l d i n g  o r  f u n c t i o n .  
O u r  s t r a t e g y  c o u l d  a l s o  b e  a p p l i e d  t o  e n h a n c e  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  H i s - t a g g e d  p r o t e i n s  
m a d e  f r o m  y e a s t ,  m a m m a l i a n  c e l l s  a n d  b a c u l o v i r u s - i n f e c t e d  i n s e c t  c e l l  s y s t e m s .  A s  a  
t o o l ,  H i s - t a g g i n g  i s  i n c r e a s i n g l y  b e i n g  u s e d  i n  p e p t i d e / p r o t e i n  c h i p  d e s i g n ,  h i g h -  
t h r o u g h p u t  p u r i f i c a t i o n ,  p e p t i d e / p r o t e i n  l i b r a r i e s ,  l a r g e - s c a l e  p r o d u c t i o n  s y s t e m s ,  a n d  
d r u g  d e l i v e r y  s t r a t e g i e s .  T h i s  m o d i f i e d  v e c t o r  a n d  p a r t i c u l a r  l i n k e r  d e s i g n  m a y  b e  o f  
g e n e r a l  u s e  i n  a s s i s t i n g  t o  o v e r c o m e  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  
r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s .  
T h e  p G S L i n k  v e c t o r  w a s  i n s t r u m e n t a l  i n  o b t a i n i n g  p u r i f i e d  a n t i g e n  b y  l M A C  i n  t h i s  
p r o j e c t .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  l i n k e r  m o i e t y  f a c i l i t a t e d  p u r i f i c a t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  t a g g e d  
B f l - 1  p r o t e i n ,  w h i c h  w a s  t h e n  u s e d  f o r  r a b b i t  i m m u n i s a t i o n .  T h e  a n t i s e r a  p r o d u c e d  i n  
r e s p o n s e  t o  t h e  a n t i g e n  ( B f l - 1  p r o t e i n  s e p a r a t e d  f r o m  H i s  t a g  b y  G S  l i n k e r )  d e t e c t e d  
r e c o m b i n a n t  B f l - 1  b y  E L I S A  a n d  a t  t h e  p r e d i c t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  b y  w e s t e r n  b l o t t i n g  
o v e r  a  r a n g e  o f  t e s t e d  d i l u t i o n s .  T h e  a n t i - s e r a  h a d  n o  c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  a n  u n r e l a t e d  
H i s - t a g g e d  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  H i s  t a g  d i d  n o t  i l l i c i t  a n  i m m u n e  
r e s p o n s e  i n  t h e  a n i m a l .  T h e  a n t i - s e r a  i s  c u r r e n t l y  b e i n g  t e s t e d  f o r  i t s  a b i l i t y  t o  d e t e c t  
e n d o g e n o u s  B f l - 1  p r o t e i n  i n  h u m a n  c e l l  l i n e s  b y  w e s t e r n  b l o t t i n g .  O n c e  o p t i m i s e d ,  t h i s  
r e a g e n t  w i l l  s e r v e  a s  a  v a l u a b l e  t o o l  f o r  m o n i t o r i n g  B f l - 1  e x p r e s s i o n  a t  t h e  p r o t e i n  l e v e l  
i n  r e l a t e d  s t u d i e s  i n  o u r  l a b o r a t o r y .  
M e c h a n i s t i c  s t u d i e s  o f  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  w - 1  t o  c e l l  s u r v i v a l  w i l l  p r o v i d e  i m p o r t a n t  
i n f o r m a t i o n  a b o u t  b o t h  n o r m a l  I 3  c e l l  d e v e l o p m e n t  a n d  p o t e n t i a l  r o u t e s  t o  B  c e l l  
m a l i g n a n c y  a n d  t h e  n e e d  t o  c o r r e l a t e  r n R N A  e x p r e s s i o n  w i t h  t h e  p r o t e i n  l e v e l  i s  
i n c r e a s i n g l y  i m p e r a t i v e .  
C H A P T E R  8  G e n e r a l  D i s c u s s i o n  
T h e  d e v e l o p m e n t ,  m a i n t e n a n c e ,  a n d  p r o g r e s s i o n  o f  m a l i g n a n t  l y m p h o m a s  d e p e n d  
m e c h a n i s t i c a l l y  o n  a  d e r e g u l a t i o n  o f  c e l l u l a r  p a t h w a y s  t h a t  c o n t r o l  d i f f e r e n t i a t i o n ,  
p r o l i f e r a t i o n ,  o r  a p o p t o s i s  i n  l y m p h o c y t e s  ( J o s t  a n d  R u l a n d ,  2 0 0 7 ) .  I m p a i r e d  a p o p t o s i s  
i s  b o t h  c r i t i c a l  i n  c a n c e r  d e v e l o p m e n t  a n d  a  m a j o r  b a r r i e r  t o  e f f e c t i v e  t r e a t m e n t ,  a n d  t h e  
B c l - 2  f a m i l y  o f  a p o p t o s i s - r e g u l a t i n g  p r o t e i n s  i s  a  r e c o g n i s e d  s o u r c e  o f  p o t e n t i a l  t a r g e t s  
f o r  m o l e c u l a r  c a n c e r  t h e r a p y  ( r e v i e w e d  i n  A d a m s  a n d  C o r y ,  2 0 0 7 ;  L e t a i ,  2 0 0 5 ;  l r k i n  
e t  n l . ,  2 0 0 4 ) .  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  a r e  e s s e n t i a l  r e g u l a t o r s  o f  t h e  i n t r i n s i c  a p o p t o t i c  
p a t h w a y ,  t h e  p h y s i o l o p c a l  r e s u l t  o f  a  p r o - a p o p t o t i c  d e c i s i o n  b e g i n n i n g  w i t h  
p e r m e a b i l i s a t i o n  o f  t h e  m i t o c h o n d r i a l  o u t e r  m e m b r a n e .  T h e  c o m m i t m e n t  t o  a p o p t o s i s  
i n v o l v e s  c o m p l e x  i n t e r a c t i o n s  a m o n g  p r o -  a n d  a n t i - a p o p t o t i c  B c l - 2  f a m i l y  p r o t e i n s .  
A n t i - a p o p t o t i c  m e m b e r s  s h a r e  s e q u e n c e  h o m o l o g y  i n  f o u r  a - h e l i c a l  B c l - 2 - h o m o l o g y  
( B H )  d o m a i n s ,  B H I - B H 4  [ B c l - x L ,  B c l - w ,  B f l -  1  ( A l )  a n d  M c l - I ] ,  w h e r e a s  o t h e r s  w h i c h  
p o s s e s s  o n l y  B H I - 3  d o m a i n s  ( B a x  a n d  B a k )  p r o m o t e  d e a t h .  T h e  b a l a n c e  i s  d i s p l a c e d  i n  
f a v o u r  o f  d e a t h  b y  B H 3  o n l y  p r o t e i n s  ( i n c l u d i n g  B i m ,  B a d ,  B i d ,  N b k I B i k ,  B m f ,  H r K ,  
P u m a  a n d  N o x a ) ,  w h i c h  i n t e r a c t  w i t h  B c l - 2 - l i k e  p r o t e i n s  a n d  i n a c t i v a t e  t h e i r  f u n c t i o n  
( r e v i e w e d  i n  W i l l i s  a n d  A d a m s ,  2 0 0 5 ) .  D e r e g u l a t i o n  o f  B c l - 2  f a m i l y  f u n c t i o n  o r  
e x p r e s s i o n  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  o n c o g e n i c  t r a n s f o r m a t i o n  o f  n o r m a l  c e l l s  ( r e v i e w e d  i n  
K i r k i n  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
B c l - 2  f a m i l y  p r o t e i n s  h a v e  b e e n  l i n k e d  t o  m a n y  c h r o n i c  d e g e n e r a t i v e  d i s e a s e s  o f  
e x c e s s i v e  c e l l  d e a t h  t h r o u g h  g a i n  o f  p r o - a p o p t o t i c  o r  l o s s  o f  a n t i - a p o p t o t i c  B c l - 2  f a m i l y  
m e m b e r s  ( r e v i e w e d  i n  L e t a i ,  2 0 0 5 ) .  C a n c e r ,  o n e  o f  t h e  m o s t  c o m m o n  d i s e a s e s  k n o w n  t o  
m a n ,  w i t h  m o r e  t h a n  1 0  m i l l i o n  p e o p l e  d i a g n o s e d  e v e r y  y e a r  t h r o u g h o u t  t h e  w o r l d  
( W o r l d  H e a l t h  O r g a n i s a t i o n ,  2 0 0 4 ) ,  i s  a  d i s e a s e  c h a r a c t e r i s e d  b y  d e f i c i e n t  c e l l  d e a t h .  
I n f a c t ,  B c l - 2  w a s  i n i t i a l l y  i d e n t i f i e d  a n d  c l o n e d  f r o m  t h e  b r e a k p o i n t  o f  t h e  t ( 1 4 ; 1 8 )  
c h r o m o s o m a l  t r a n s l o c a t i o n  f o u n d  i n  t h e  v a s t  m a j o r i t y  o f  p a t i e n t s  w i t h  f o l l i c u l a r  
l y m p h o m a ,  a n  i n d o l e n t  B - c e l l  N H L  ( T s u j i m o t o  e t  a l . ,  1 9 8 5 ;  C l e a r y  a n d  S k l a r ,  1 9 8 5 ;  
B a k h s h i  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  A b e r r a n t  e x p r e s s i o n  o f  s e v e r a l  o f  t h e  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  i n  
n e o p l a s t i c  d i s e a s e  h a s  n o w  b e e n  r e p o r t e d  a n d  i m p l i c a t e d  i n  t u m o u r i g e n e s i s  ( r e v i e w e d  i n  
H e i s e r  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
A n t i - a p o p t o t i c  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r ,  B f l - 1 ,  o r i g i n a l l y  i d e n t i f i e d  a s  a  h e m a t o p o i e t i c  
s p e c i f i c  e a r l y  r e s p o n s e  g e n e  b y  C h o i  e t  a l . ,  i n  1 9 9 5 ,  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  e x p r e s s e d  
i n  s e v e r a l  e p i t h e l i a l  a n d  h e m a t o p o i e t i c  m a l i g n a n c i e s .  I n  B  c e l l  c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  
l e u k a e m i a ,  h i g h  e x p r e s s i o n  o f  b j l - 1  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  a p o p t o s i s  r e s i s t a n t  p h e n o t y p e  
( M o r a l e s  e t  n l . ,  2 0 0 5 )  a n d  e n g a g e m e n t  o f  s u r f a c e  I g M  e l i c i t s  a  s u r v i v a l  p r o g r a m m e  t h a t  
i s  a s s o c i a t e d  w i t h  u p r e g u l a t i o n  o f  B c l - 2 ,  M c l - 1  a n d  B f l - 1  a n t i - a p o p t o t i c  p r o t e i n s  
( B e r n a l  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  E l s e w h e r e ,  o v e r e x p r e s s i o n  o f  t h e  m u r i n e  h o m o l o g u e  o f  B f l - I ,  A l ,  
p r o t e c t s  m u r i n e  B  l y m p h o m a  c e l l s  f r o m  a n t i - I g M - i n d u c e d  a p o p t o s i s  ( C r a x t o n  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ) .  A l s o ,  i n  m a n t l e  c e l l  l y m p h o m a s ,  i n h i b i t i o n  o f  c o n s t i t u t i v e l y  a c t i v a t e d  N F - K B  
p a t h w a y  l e a d s  t o  t u m o u r  c e l l  a p o p t o s i s  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  b f l - 1  
e x p r e s s i o n  ( P h a m  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  B f l - 1  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  m o l e c u l a r  p r o f i l i n g  
e x p e r i m e n t s  o f  l a r g e  B  c e l l  l y m p h o m a s  ( F e u e r h a k e  e t  n l . ,  2 0 0 5 ;  M o n t i  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  a n d  
r e c e n t l y ,  B r i e n  a n d  c o w o r k e r s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  B f l - 1  s i l e n c i n g  i n  t w o  c e l l  l i n e s  o f  
d i f f u s e  l a r g e  B - c e l l  l y m p h o m a  p o t e n t l y  i n d u c e d  a p o p t o s i s  a n d  s e n s i t i s e d  t h e s e  c e l l  l i n e s  
t o  a p o p t o s i s  i n d u c e d  b y  c h e m o t h e r a p e u t i c  m o l e c u l e s  ( B r i e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
B f l - 1  i s  p r e f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  i n  h e m a t o p o i e t i c  a n d  e n d o t h e l i a l  c e l l s  ( C h o i  e t  a l . ,  
1 9 9 5 ) ,  a n d  i t s  e x p r e s s i o n  i s  c o n t r o l l e d  b y  i n f l a m m a t o r y  s t i m u l i  s u c h  a s  T N F  a n d  I L - 1 .  
B f l - 1  s u p p r e s s e s  p 5 3 - m e d i a t e d  a p o p t o s i s  a n d  c a n  i n h i b i t  t h e  p r o - a p o p t o t i c  a c t i v i t i e s  o f  
o t h e r  B c l - 2  m e m b e r s  ( D ' S a  E i p p e r  a n d  C h i n n a d u r a i ,  1 9 9 8 ;  D ' S a  E i p p e r  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  
W e r n e r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  B f l - 1  i s  a  d i r e c t  t r a n s c r i p t i o n a l  t a r g e t  o f  N F - K B  
( G r u m o n t  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  W a n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  Z o n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  a n d  
i t s  i n d u c t i o n  t h r o u g h  a  C D 4 0 l N F - K B  p a t h w a y  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  i n c r e a s e d  r e s i s t a n c e  t o  
B C R - m e d i a t e d  c e l l  d e a t h  i n  B  c e l l  l i n e s  a n d  m a t u r e  B  c e l l s  ( G r u m o n t  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  K u s s  
e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  L e e  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  W a n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  Z o n g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  I t  w a s  p r e v i o u s l y  
s h o w n  i n  o u r  l a b o r a t o r y  t h a t  b j l - I  i s  u p r e g u l a t e d  b y  t h e  E B V  p r o t e i n s ,  L M P l  ( D ' S o u z a  
e t  a l . ,  2 0 0 4 )  a n d  E B N A 2  ( P e g m a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) ,  a n d  t h a t  i t  c o n f e r s  p r o t e c t i o n  f r o m  
a p o p t o s i s  i n d u c e d  b y  g r o w t h  f a c t o r  w i t h d r a w a l  w h e n  e x p r e s s e d  e c t o p i c a l l y  i n  a n  E B V -  
n e g a t i v e  B u r k i t t ' s  l y m p h o m a - d e r i v e d  c e l l  l i n e  ( D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  
W R S  c e l l s  o f  HL r e p r e s e n t  c l o n a l  p r o g e n y  o f  G C  B - c e l l s  t h a t  c o n t a i n  n o n f u n c t i o n a l  
I g G  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e y  a r e  d e r i v e d  f r o m  G C  c e l l s  t h a t  s h o u l d  h a v e  b e e n  n e g a t i v e l y  
s e l e c t e d  b u t  i n s t e a d  e v a d e d  a p o p t o s i s .  T h e  W R S  c e l l  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  o f  B c l - 2  
f a m i l y  m e m b e r s ,  B a d ,  B i m ,  B i d ,  B c l - 2 ,  B c l - x ,  B c l - X L ,  M c l - 1 ,  B a x ,  a n d  B a k  h a v e  a l l  
b e e n  r e p o r t e d  t o  d a t e .  O n e  s t u d y  r e p o r t e d  t h e  a b s e n c e  o f  B c l - 2  a n d  B c l - x L  e x p r e s s i o n  i n  
a  s i g n i f i c a n t  p r o p o r t i o n  o f  c H L  c a s e s  ( 5 6 . 5  %  a n d  3 2 . 8  %  r e s p e c t i v e l y ) ,  o b s e r v a t i o n s  
t h a t  s u g g e s t  a  r o l e  f o r  o t h e r  a n t i - a p o p t o t i c  p r o t e i n s  i n  e n s u r i n g  t h e  s u r v i v a l  o f  E B V +  
W R S  c e l l s  ( K i m  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  D e s p i t e  m a n y  e x t e n s i v e  s t u d i e s ,  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  s t a t u s  
o f  b j ' Z - 1  e x p r e s s i o n  i s  l i m i t e d  t o  a n  o b s e r v a t i o n  i n  H i n z  e t  a l . ,  ( 2 0 0 2 ) ,  t h a t  b f l - I  m R N A  
e x p r e s s i o n  w a s  d o w n r e g u l a t e d  i n  a  W R S  c e l l  l i n e  f o l l o w i n g  N F - K B  i n h i b i t i o n  b y  
m i c r o a r r a y  a n a l y s i s .  I t  w a s  a n  a i m  i n  t h i s  s t u d y  t o  f u r t h e r  t h e  c u r r e n t  u n d e r s t a n d i n g  o f  
t h e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  t h a t  c a u s e  t h e  H R S  c e l l  t o  s u r v i v e  b y  e l u c i d a t i n g  t h e  
e x p r e s s i o n  s t a t u s  a n d  r o l e  o f  t h e  b j l - 1  g e n e  i n  H L  .  
N F - K B  s i g n a l i n g  i s  a  t i g h t l y  r e g u l a t e d  c a s c a d e  t h a t  m e d i a t e s  d e v e l o p m e n t ,  a c t i v a t i o n ,  
a n d  s u r v i v a l  o f  n o r m a l  T -  a n d  B - l y m p h o c y t e s  f o r  r e g u l a t e d  i m m u n e  r e s p o n s e s .  
H o w e v e r ,  a b e r r a n t  N F - K B  a c t i v a t i o n  c a n  p r o m o t e  c o n t i n u o u s  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  
a n d  s u r v i v a l  a n d  h a s  r e c e n t l y  b e e n  r e c o g n i s e d  a s  a  h a l l m a r k  o f  s e v e r a l  l y m p h o i d  
m a l i g n a n c i e s .  C o n s t i t u t i v e  a c t i v i t y  o f  N F - K B  h a s  b e e n  d e t e c t e d  i n  p r i m a r y  W R S  c e l l s  
( B a r g o u  e t  n l . ,  1 9 9 6  a n d  1 9 9 7 )  ( r e v i e w e d  i n  d e t a i l  i n  C h a p t e r  1 ) .  M u l t i p l e  d e f e c t s  i n  t h e  
h o m e o s t a t i c  r e g u l a t i o n  o f  N F - K B  h a v e  b e e n  u n c o v e r e d  i n  a l l  c u l t u r e d  W R S  c e l l s  t e s t e d  
s o  f a r ,  s u c h  a s  t h e  a b e r r a n t  a c t i v a t i o n  o f  I K K s  o r  t h e  f a i l u r e  t o  e x p r e s s  f u n c t i o n a l  I K B a  
p r o t e i n s ,  t h e r e b y  g i v i n g  a  s u r v i v a l  a d v a n t a g e  t o  t h e  t u m o u r  c e l l  ( K r a p p m a n  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  
J u n g n i c k e l  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  
A s  b f l - 1  e x p r e s s i o n  c a n  b e  d r i v e n  b y  N F - K B ,  i t  w a s  r e a s o n e d  t h a t  b f l - 1  w a s  t h e r e f o r e  a  
c a n d i d a t e  g e n e  t h a t  m i g h t  p l a y  a n  i m p o r t a n t  a n t i - a p o p t o t i c  r o l e  i n  H L .  I n d e e d ,  o n e  s t u d y  
i d e n t i f i e d  b f l - 1  b y  D N A  m i c r o a r r a y  a n a l y s i s  a s  p a r t  o f  a  n e t w o r k  o f  g e n e s  w h o s e  
e x p r e s s i o n  w a s  t r a n s c r i p t i o n a l l y  d o w n - r e g u l a t e d  i n  a  H L - d e r i v e d  c e l l  l i n e  u p o n  
t r a n s d u c t i o n  w i t h  a  r e c o m b i n a n t  a d e n o v i r u s  e x p r e s s i n g  t h e  s u p e r - r e p r e s s o r  I K B ~ D N  
( H i n z  e t  n l . ,  2 0 0 1 ) .  A s  y e t  h o w e v e r ,  t h e r e  a r e  n o  r e p o r t s  o f  b j l - 1  e x p r e s s i o n  i n  p r i m a r y  
W R S  c e l l s  i n  v i v o ,  o r  a n y  i n v e s t i g a t i o n  i n t o  a  r o l e  f o r  t h i s  a n t i - a p o p t o t i c  g e n e  i n  H L .  
H e r e ,  e v i d e n c e  i s  p r e s e n t e d  i n  C h a p t e r  3  t h a t  b j l - 1  i s  e x p r e s s e d  i n  b o t h  p r i m a r y  H R S  
c e l l s  f r o m  H L  t u m o u r  b i o p s i e s  a n d  H I R S - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e i r  E B V  
s t a t u s .  T h e  d e t e c t i o n  o f  b f l - 1  m R N A  i n  b y s t a n d e r / r e a c t i v e  c e l l s  o f  HL b i o p s i e s  w a s  n o t  
s u r p r i s i n g .  C y t o k i n e s  p r o d u c e d  b y  W R S  c e l l s  a r e  t h o u g h t  t o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  
p a t h o g e n e s i s  o f  t h i s  d i s e a s e  b o t h  b y  a c t i n g  a s  a u t o c r i n e  ( a f f e c t i n g  t h e  W R S  c e l l  i t s e l f )  
a n d  p a r a c r i n e  g r o w t h  f a c t o r s  b y  i n i t i a t i n g  a n d  s u s t a i n i n g  t h e  r e a c t i v e  i n f i l t r a t e  
( S k i n n i d e r  a n d  M a k ,  2 0 0 2 )  a n d  m a y  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  b j l - 1  i n  
n e i g h b o u r i n g  c e l l s  b y  a c t i v a t i o n  o f  v a r i o u s  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  ( d i s c u s s e d  i n  d e t a i l  i n  
S e c t i o n  3 . 3 ) .  S i m i l a r l y ,  c y t o k i n e s  p r o d u c e d  b y  s u r r o u n d i n g  r e a c t i v e  c e l l s  m a y  b e  
c o n t r i b u t i n g  t o  H / R S  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  s u r v i v a l .  
T h e  l a c k  o f  e x p r e s s i o n  o f  t h e  b i k  g e n e  i n  c u l t u r e d  W R S  c e l l s  ( C h a p t e r  3 )  i s  a  s u b j e c t  
t h a t  m e r i t s  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  w h i c h  i s  o n g o i n g  i n  t h e  l a b o r a t o r y ,  b u t  f o r  t h e  p u r p o s e  
o f  t h i s  s t u d y  w a s  n o t  p u r s u e d  a n y  f u r t h e r .  
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N F - K B  m o d u l a t i o n  i s  a  t h e r a p e u t i c  e n d e a v o u r  o f  i n c r e a s i n g  i n t e r e s t ,  i n  p a r t i c u l a r  
c o n c e r n i n g  h e m a t o l o g i c  m a l i g n a n c i e s  ( r e v i e w e d  i n  P a n w a l k a r  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  I n h i b i t i o n  
o f  N F - K B  b y  e x o g e n o u s  e x p r e s s i o n  o f  a  s u p e r - r e p r e s s o r  I K B a  h a s  s h o w n  t h a t  N F - K B  
a c t i v i t y  i s  r e q u i r e d  f o r  p r o l i f e r a t i o n  a n d  t h e  r a i s e d  t h r e s h o l d  o f  r e s i s t a n c e  t o  a p o p t o s i s  
s e e n  i n  W R S  c e l l s  ( B a r g o u  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  H i n z  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  I n h i b i t i o n  o f  N F - K B  b y  
a r s e n i c  t r i o x i d e  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  s e n s i t i s e  H L  c e l l s  t o  a p o p t o s i s  i n d i c a t i n g  t h a t  
p h a r m a c o l o g i c a l  b l o c k a d e  o f  N F - K B  m i g h t  b e  a  p o w e r f u l  t r e a t m e n t  o p t i o n  f o r  H L  
( M a t h a s  e t  n l . ,  2 0 0 3 ) .  M a t h a s  e t  a l . ,  ( 2 0 0 3 ) ,  d e m o n s t r a t e d  i n  i n  v i v o  e x p e r i m e n t s  w i t h  
x e n o t r a n s p l a n t e d  W R S  c e l l  l i n e s  i n  n o n o b e s e  d i a b e t i c  s e v e r e  c o m b i n e d  
i m m u n o d e f i c i e n t  ( N O D I S c i d )  m i c e ,  a  s u b s t a n t i a l  r e d u c t i o n  o f  t h e  t u m o u r  v o l u m e  i n  
a r s e n i t e - t r e a t e d  a n i m a l s  c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l s .  T h i s  r e d u c t i o n  w a s  d i r e c t l y  a s s o c i a t e d  
w i t h  d e c r e a s e d  N F - K B  a c t i v i t y  i n  i s o l a t e d  t u m o r  c e l l s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  s t r a t e g i e s  t o  
i n h i b i t  t h e  N F - K B  p a t h w a y  s h o u l d  b e  d e v e l o p e d  a s  t h e r a p i e s  f o r  H L .  T h e  f i n d i n g s  
p r e s e n t e d  h e r e  i n  C h a p t e r  4  w i t h  B A Y  1 1  a n d  s o d i u m  a r s e n i t e  s u p p o r t  t h e s e  s t u d i e s ,  
a g a i n  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  c o n s t i t u t i v e  N F - K B  i s  r e q u i r e d  f o r  r e s i s t a n c e  t o  a p o p t o s i s  i n  
W R S  c e l l s .  
L o s s  o f  b j 7 - 1  m R N A  e x p r e s s i o n  w a s  o b s e r v e d  u p o n  N F - K B  i n h i b i t i o n  i n  W R S - d e r i v e d  
c e l l  l i n e s  i n  C h a p t e r  4 ,  i n d i c a t i n g  t h a t  b j ' l - 1  i s  a n  i m p o r t a n t  N F - K B  t a r g e t  g e n e  i n  t h i s  
c e l l  c o n t e x t .  I n  o r d e r  t o  t e s t  i f  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  c o u l d  p r o t e c t  t h e s e  c e l l s  f r o m  
N F - K B - i n h i b i t o r - i n d u c e d  a p o p t o s i s ,  i t  w a s  e s s e n t i a l  t o  h a v e  a  s y s t e m  i n  w h i c h  b f Z - 1  
c o u l d  b e  e x p r e s s e d  a s  t h e  s o l e  p r o t e i n  i n d e p e n d e n t l y  o f  o t h e r  N F - K B  t a r g e t  p r o t e i n s .  F o r  
t h i s  r e a s o n ,  a  v e c t o r  c a p a b l e  o f  i n d u c i b l e  e x p r e s s i o n  ( b y  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e )  o f  B f l -  
1  p r o t e i n  f u s e d  t o  t h k  h e m a g g l u t i n i n  t a g  w a s  c o n s t r u c t e d  a n d  e m p l o y e d .  I n  c e l l s  i n d u c e d  
t o  e x p r e s s  e x o g e n o u s  B f l - 1  h o w e v e r ,  a p o p t o t i c  d e a t h  w a s  a l m o s t  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  
a t  t h e  s a m e  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  i n  t h e  c o n t r o l s .  I n  t h i s  d u a l  e x p r e s s i o n  s y s t e m ,  
t h e  a m o u n t  o f  G F P  i n  a  g i v e n  c e l l  w a s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  l e v e l  o f  e x o g e n o u s  B f l - 1 ,  a n d  
i t  i s  c l e a r l y  t o  b e  s e e n  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  t h a t  e v e n  t h o s e  c e l l s  e x p r e s s i n g  t h e  l o w e s t  
l e v e l s  o f  G F P  w e r e  r e s c u e d  f r o i n  a p o p t o s i s  i n d u c e d  u s i n g  t h e  N F - K B  i n h i b i t o r s .  
T o g e t h e r ,  t h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  b j l - 1  i s  a  k e y  N F - K B  t a r g e t  g e n e  i n  W R S  c e l l s  a n d  
s h o w  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  p r o t e c t s  H / R S  c e l l s  f r o m  
a p o p t o s i s  i n d u c e d  b y  c h e m o t o x i c  N F - K B  i n h i b i t o r s .  
A s  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  4 ,  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  h a s  b e e n  s h o w n  
p r e v i o u s l y  t o  p r o t e c t  m a l i g n a n t  c e l l s  f r o m  a p o p t o s i s .  W a g n e r  e t  a l . ,  ( 1 9 9 3 ) ,  s h o w e d  t h a t  
B c l - 2  e f f e c t i v e l y  i n h i b i t e d  M y c - i n d u c e d  a p o p t o s i s  i n  s e r u m - d e p r i v e d  R a t  l a  f i b r o b l a s t s  
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w i t h o u t  b l o c k i n g  e n t r y  i n t o  t h e  c e l l  c y c l e .  E l s e w h e r e ,  h i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  a n  
e x o g e n o u s  b c l - 2  g e n e ,  i n t r o d u c e d  i n t o  I L - 6 - d e p e n d e n t  B 9  m y e l o m a  c e l l s  v i a  r e t r o v i r a l  
o r  b o v i n e  p a p i l l o m a  v i r u s - b a s e d  v e c t o r s ,  w a s  s h o w n  t o  s u p p r e s s  a p o p t o t i c  d e a t h  
f o l l o w i n g  c y t o k i n e  d e p r i v a t i o n  ( S c h w a r z e  a n d  H a w l e y ,  1 9 9 5 ) .  A l a m  e t  a l . ,  ( 1 9 9 7 ) ,  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  o v e r e x p r e s s i o n  o f  B c l - x L  o r  B c l - 2 ,  p r o t e c t e d  t h e  B L  c e l l  l i n e ,  R a m o s ,  
f r o m  a p o p t o s i s  i n d u c t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  c a l c i u m  i o n o p h o r e ,  a n t i - I g  a n d  m a c r o m o l e c u l a r  
s y n t h e s i s  i n h i b i t i o n .  H o w e v e r ,  i n  c o n t r a s t  t o  B c l - 2  i n  t h a t  s t u d y ,  e c t o p i c  o v e r e x p r e s s i o n  
o f  B c l - x L  d i d  n o t  r e s c u e  R a m o s  c e l l s  f r o m  F a s - m e d i a t e d  a p o p t o s i s .  I n  H / R S  c e l l  
c o n t e x t ,  i n f e c t i o n  o f  t h e  L 4 2 8  c e l l  l i n e  w i t h  a  r e c o m b i n a n t  a d e n o v i r a l  v e c t o r  e x p r e s s i n g  
t h e  s u p e r - r e p r e s s o r  I K B a D N ,  w h i c h  i n h i b i t s  N F - K B  a c t i v a t i o n ,  i n d u c e d  a n  a p o p t o t i c  
r e s p o n s e  t h a t  w a s  r e s c u e d  b y  e c t o p i c  e x p r e s s i o n  o f  B c l - x L  ( H i n z  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
E l e v a t e d  l e v e l s  o f  s e v e r a l  a n t i - a p o p t o t i c  p r o t e i n s  w o u l d  i n c r e a s e  t h e  r a n g e  o f  a p o p t o t i c  
s t i m u l i  a g a i n s t  w h i c h  t h e  h o s t  c e l l  c a n  p r o t e c t  i t s e l f ,  s i n c e  t h e  o v e r l a p  i n  t h e  r a n g e  o f  
a p o p t o t i c  s t i m u l i  t o  w h i c h  d i f f e r e n t  a n t i - a p o p t o t i c  p r o t e i n s  c a n  r e s p o n d  i s  n o t  a l w a y s  
c o m p l e t e .  F o r  i n s t a n c e ,  a l t h o u g h  B c l - 2  a n d  A 2 0  c a n  i n d e p e n d e n t l y  p r o t e c t  c e l l s  a g a i n s t  
a  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  a p o p t o t i c  s t i m u l i ,  B c l - 2  b u t  n o t  A 2 0  i s  e f f e c t i v e  a g a i n s t  
g l u c o c o r t i c o i d - i n d u c e d  a p o p t o s i s  ( O p i p a r i  e t  a l . ,  1 9 9 2 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  p r o t e c t i n g  a g a i n s t  
p 5 3 - m e d i a t e d  a p o p t o s i s ,  B f l - 1  p r o t e c t s  a g a i n s t  a p o p t o s i s  i n d u c e d  b y  s e r u m  d e p r i v a t i o n  
a n d  T N F - a - i n d u c e d  c y t o t o x i c i t y  a n d  i t  e x h i b i t s  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  t r a n s f o r m i n g  
a c t i v i t i e s  i n  v i t r o  ( K a r s a n  e t  n l . ,  1 9 9 6 a ;  D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  D ' S a  E i p p e r  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  
D ' S a  E i p p e r  a n d  C h i n n a d u r a i ,  1 9 9 8 ) .  F u r t h e r m o r e ,  f u n c t i o n a l  d i s s e c t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  
s u g g e s t s  t h a t  i t s  a n t i - a p o p t o t i c  a n d  t r a n s f o r m i n g  a c t i v i t i e s  m a y  b e  l i n k e d  ( D ' S a  E i p p e r  
1 9 9 8 ) .  
T h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  a n t i - a p o p t o t i c  B c l - 2  p r o t e i n s  s u c h  a s  B c l - x L ,  B c l - w ,  B c l - 2 ,  a n d  
M c l - 1  h a v e  a n t i - p r o l i f e r a t i v e  e f f e c t s  i n  i n  v i t r o  s y s t e m s  ( O ' R e i l l y  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  H u a n g  e t  
n l . ,  1 9 9 7 ;  R a t h m e l l  e t  n l . ,  2 0 0 0 ;  C r a i g ,  2 0 0 2 ;  G i l - G o m e z  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  F u j i s e  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ) .  F o r  e x a m p l e ,  b c l - X L  a n d  b c l - 2  e n h a n c e  GO a r r e s t  a n d  d e l a y  G O -  t o - G 1  t r a n s i t i o n  
i n  f i b r o b l a s t s  ( J a n u m y a n  e t  a / . ,  2 0 0 3 ) .  F u r t h e r m o r e ,  B c l - 2  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  c o r r e l a t e s  
w i t h  l o w e r  p r o l i f e r a t i v e  a c t i v i t y  ( S - p h a s e  f r a c t i o n  m e a s u r e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y )  i n  
i n t e r m e d i a t e  a n d  h i g h - g r a d e  n o n - H L  ( W i n t e r  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  U n l i k e  o t h e r  a n t i - a p o p t o t i c  
B c l - 2  p r o t i e n s ,  B f l - 1  h a s  b e e n  s h o w n  t o  f a c i l i t a t e  p r o l i f e r a t i o n  o f  r a t  k i d n e y  e p i t h e l i a l  
c e l l s  ( D ' S a - E i p p e r  a n d  C h i n n a d u r a i ,  1 9 9 6 ;  D ' S a - E i p p e r  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  H e r e ,  e c t o p i c  
e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  h a d  n o  a n t i - p r o l i f e r a t i v e  e f f e c t  i n  L 4 2 8  c e l l s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  
p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  d a t a  r e l a t i n g  t o  o v e r e x p r e s s i o n  o f  A l ,  t h e  m o u s e  h o m o l o g  o f  B f l - 1  
i n  p r i m a r y  T  c e l l s .  
D i r e c t  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  b f l - 1  e x p r e s s i o n  w a s  n e x t  u s e d  t o  e v a l u a t e  i t s  c o n t r i b u t i o n  a s  
a  p r o - s u r v i v a l  N F - K B  t a r g e t  g e n e  i n  H L .  I n  t r a n s f e c t i o n  e x p e r i m e n t s  w i t h  L 4 2 8 ,  t w o  o u t  
o f  t h r e e  a n t i - b f l - 1  s i R N A s  s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t e d  b f l - 1  e x p r e s s i o n  a s  r e f l e c t e d  i n  
d e c r e a s e d  b $ - 1  m R N A  l e v e l s ,  w h e r e a s  c o n t r o l  s i R N A  d i d  n o t .  s i R N A  t r a n s f e c t e d  c e l l s  
w e r e  t h e n  l e f t  u n t r e a t e d  o r  t r e a t e d  w i t h  s u b o p t i m a l  l e v e l s  o f  B a y  1 1 - 7 0 8 2  o r  s o d i u m  
a r s e n i t e .  K n o c k d o w n  o f  b f l - l  e x p r e s s i o n  s i g n i f i c a n t l y  p o t e n t i a t e d  t h e  p r o - a p o p t o t i c  
e f f e c t  o f  b o t h  i n h i b i t o r s  t o  a n  e x t e n t  c o m m e n s u r a t e  w i t h  t h e  d e g r e e  o f  k n o c k d o w n  
a c h i e v e d  w i t h  e a c h  s i R N A .  S i n c e  k n o c k d o w n  o f  b $ - 1  p o t e n t i a t e d  t h e  c h e m o t h e r a p e u t i c  
e f f e c t  o f  t h e s e  a g e n t s ,  a  c r u c i a l  r o l e  f o r  B f l - 1  i n  s e t t i n g  t h e  e l e v a t e d  t h r e s h o l d  o f  
r e s i s t a n c e  o f  t h e s e  m a l i g n a n t  c e l l s  t o  a p o p t o s i s  i s  i m p l i e d .  I n  v i e w  o f  t h e  f a c t  t h a t  
d o w n r e g u l a t i o n  s e r v e d  t o  g r e a t l y  i n c r e a s e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  c e l l s  t o  c h e m o t o x i c  a g e n t -  
i n d u c e d  a p o p t o s i s ,  s i l e n c i n g  o f  B f l - 1  i n  t h i s  c e l l  c o n t e x t  m i g h t  b e  o f  c o n s i d e r a b l e  
i n t e r e s t  f o r  t h e  f u t u r e  t r e a t m e n t  o f  H L  i n  t a n d e m  w i t h  l o w - d o s e  p o l y c h e m o t h e r a p y .  
T h e  f i n d i n g s  d e t a i l e d  i n  C h a p t e r  6  f u r t h e r  d e m o n s t r a t e  t h a t  b f l - 1  i s  a n  N F - K B  t a r g e t  
g e n e  a n d  s h o w  t h a t  b f l - 1  p r o m o t e r  r e g u l a t i o n  i s  e f f e c t e d  t h r o u g h  a  c o n s e n s u s  p 6 5 -  
b i n d i n g  D N A  e l e m e n t  l o c a t e d  i n  t h e  u p s t r e a m  t r a n s c r i p t i o n a l  r e g u l a t o r y  r e g i o n .  T h e  
m a j o r  l o s s  o f  b f l - 1  p r o m o t e r  a c t i v i t y  s e e n  u p o n  m u t a t i o n  o f  - 5 2  N F - K B - b i n d i n g  s i t e  i s  
i n  c o n t r a s t  t o  p r e v i o u s  o b s e r v a t i o n s  i n  o u r  l a b o r a t o r y  i n  E B V - d r i v e n  l y m p h o b l a s t o i d  
c e l l  l i n e s  ( L C L s )  w h e r e i n  t h i s  m u t a t i o n  o n l y  h a s  a  m o d e s t  e f f e c t  ( D ' S o u z a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  
a n d  d a t a  n o t  s h o w n ) .  T h i s  r e s u l t  h i g h l i g h t s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  - 5 2 1 - 4 3  e l e m e n t  a s  a  
s i t e  t h r o u g h  w h i c h  t r a n s - a c t i v a t i o n  o f  b f l - 1  i s  e f f e c t e d  b y  a c t i v a t e d  N F - K B  i n  W R S  
c e l l s .  
I t  i s  n o w  c l e a r  t h a t  H L  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  s u r v i v a l  i s  m a i n t a i n e d  b y  c y t o k i n e  
s i g n a l i n g .  T h e  p r i n c i p a l  s i g n a l i n g  p a t h w a y  i n d u c e d  b y  c y t o k i n e s  i s  t h e  J A K - S T A T  
p a t h w a y  ( K i s s e l e v a ,  2 0 0 2 )  a n d  c o n s t i t u t i v e  S T A T 3  a n d  6  a c t i v a t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  
i n  H L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  ( K u b e  e t  n l . ,  2 0 0 1 ;  S k i n n i d e r ,  2 0 0 2 )  s u g g e s t i n g  t h a t  t h i s  
a b e r r a n t  S T A T  a c t i v i t y  m a y  i n  p a r t  c o n t r i b u t e  t o  t h e  d e r e g u l a t i o n  o f  c e l l  h o m e o s t a s i s  i n  
t h e  K L .  I n t e r e s t i n g l y ,  b f l - 1  h a s  r e c e n t l y  b e e n  s h o w n  t o  b e  o n e  o f  a  n u m b e r  o f  t a r g e t  
g e n e s  o f  S T A T  p r o t e i n s ,  a n d  i n h i b i t i o n  o f  c o n s t i t u t i v e  S T A T  a c t i v a t i o n  l e d  t o  a p o p t o s i s  
i n  H L - d e r i v e d  c e l l  l i n e s  ( C o c h e t  e t  n l . ,  2 0 0 6 ) .  
2 4 8  
T h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  c u r r e n t  r a d i a t i o n  a n d  c h e m o t h e r a p i e s  a r e  p r e s u m e d  t o  b e  m e d i a t e d  
b y  a p o p t o s i s ,  a n d  i t  w a s  s e t  o u t  i n  t h i s  s t u d y  t o  i n v e s t i g a t e  a  p o t e n t i a l  m o l e c u l a r  
m e c h a n i s m  t h a t  c a u s e s  t h e  W R S  t o  s u r v i v e .  I t  i s  s h o w n  h e r e ,  t h a t  b f l - I  i s  e x p r e s s e d  i n  
H / R S  c e l l s  i n  v i v o  a n d  t h a t  i t s  e x p r e s s i o n  i s  r e g u l a t e d  b y  N F - K B .  I t  i s  o b s e r v e d  t h a t  
e x o g e n o u s  B f l - 1  p r o t e c t e d  H / R S  c e l l s  f r o m  a p o p t o s i s - i n d u c i n g  d o s e s  o f  t h e  N F - K B  
i n h i b i t o r s  B a y - l l  a n d  s o d i u m  a r s e n i t e .  F u r t h e r m o r e ,  k n o c k d o w n  o f  b f l - I  e x p r e s s i o n  
s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  t h e  c h e m o s e n s i t i v i t y  o f  c u l t u r e d  H I R S  c e l l s  t o  t h e s e  i n h i b i t o r s ,  
i m p l y i n g  t h a t  i t  i s  a  c r u c i a l  a n t i - a p o p t o t i c  N F - K B  t a r g e t  g e n e  i n  t h i s  c o n t e x t .  A n  
i m p o r t a n t  i s s u e  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  N F - K B  i n h i b i t o r s  a s  c h e m o t h e r a p e u t i c  a g e n t s  i s  
t h e  i m p a c t  o f  s u c h  m o d u l a t i o n  o n  n o r m a l  c e l l s .  B o r t e z o m i b  ( P S - 3 4 1 ) ,  i s  a  r e v e r s i b l e  
i n h i b i t o r  o f  t h e  2 6 s  p r o t e a s o m e  w h i c h  i n t e l f e r e s  w i t h  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  a  v a r i e t y  o f  
p r o t e i n s  i n c l u d i n g  I K B a ,  l e a d i n g  t o  l e s s  N F - K B  a n d  i n c r e a s e d  a p o p t o s i s  a n d  i s  o n e  o f  a  
n o v e l  c l a s s  o f  c h e m o t h e r a p e u t i c  a g e n t s  t h a t  h a s  b e e n  F D A - a p p r o v e d  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  
m u l t i p l e  m y e l o m a  i n  a d u l t s  ( V o o r h e e s  e t  n l . ,  2 0 0 3 ) .  H o w e v e r ,  i n  a  P h a s e  I  s t u d y  o f  
B o r t e z o m i b  i n  p a t i e n t s  w i t h  a d v a n c e d  h e m a t o l o g i c  m a l i g n a n c i e s ,  d o s e - l i m i t i n g  
t o x i c i t i e s  i n c l u d e d  t h r o m b o c y t o p e n i a ,  h y p o n a t r e m i a ,  f a t i g u e ,  m a l a i s e  a n d  p e r i p h e r a l  
n e u r o p a t h y  ( V o o r h e e s  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  S p e c i f i c  t a r g e t i n g  o f  t h e  p h e n o t y p i c  e f f e c t o r  g e n e s  
c o u l d  p r o v e  m o r e  e f f e c t i v e  t h a n  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  t a r g e t i n g .  H e r e ,  t h e  p o t e n t i a l  o f  B f l -  
1  a s  a  r a t i o n a l  t h e r a p e u t i c  t a r g e t  i n  H L  i s  h i g h l i g h t e d .  T a r g e t i n g  o f  B f l - l  i n  H / R S  c e l l s  
b y  m e a n s  o f  i t s  f u n c t i o n a l  b l o c k a d e  o r  i n h i b i t i o n  o f  i t s  e x p r e s s i o n  c o u l d  p o s s i b l y  r e s t o r e  
t h e  a p o p t o t i c  m a c h i n e r y  i n  t h e s e  c e l l s  a n d  s e n s i t i s e  H L  t u m o u r s  t o  c h e m o -  a n d  
r a d i o t h e r a p i e s .  P h a r m a c o l o g i c a l  m a n i p u l a t i o n  o f  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  t o  c o n t r o l  c e l l  
d e a t h  i s  a  p r o m i s i n g  a r e a  o f  r e s e a r c h  i n t o  n o v e l  a n t i - c a n c e r  t h e r a p i e s  ( r e v i e w e d  i n  C o r y  
a n d  A d a m s ,  2 0 0 7 ) .  T h i s  s t u d y  s u g g e s t s  t h a t  t h e  d o w n r e g u l a t i o n  o f  B f l -  1  m a y  b e  u s e d  t o  
e n h a n c e  a p o p t o s i s  o f  t u m o u r  c e l l s  o f  c H D  t r e a t e d  w i t h  c h e m o t o x i c  a g e n t s .  S i l e n c i n g  
B f l - 1  m a y  p e r m i t  t h e  u s e  o f  l o w e r  a m o u n t s  o f  d r u g  t o  a c h i e v e  t h e  s a m e  e f f e c t ,  t h e r e b y  
a v o i d i n g  u n d e s i r a b l e  s i d e  e f f e c t s  a n d  l a t e  t o x i c i t i e s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  1 . 3 . 2 .  
A  r e c e n t  s t u d y  s h o w e d  t h a t  B f l - 1  s i l e n c i n g  s e n s i t i s e s  l a r g e  B  c e l l  l y m p h o m a - d e r i v e d  
c e l l  l i n e s  t o  a p o p t o s i s  i n  r e s p o n s e  t o  a n t i - C D 2 0  ( R i t u x i m a b ) ,  d o x o r u b i c i n  a n d  c i s p l a t i n  
( B r i e n  e t  n l . ,  2 0 0 7 ) .  J a z i r e h i  e t  a l . ,  ( 2 0 0 4 ) ,  s h o w e d  t h a t  t h e  c h i m e r i c  a n t i - C D 2 0  
a n t i b o d y ,  R i t u x i m a b ,  w i d e l y  u s e d  i n  t h e  c l i n i c a l  t r e a t m e n t  o f  p a t i e n t s  w i t h  N H L ,  
i n h i b i t e d  t h e  E R K 1 1 2  p a t h w a y  a n d  s e n s i t i s e d  N H L  c e l l s  t o  d r u g - i n d u c e d  a p o p t o s i s .  A  
s u b s e q u e n t  s t u d y  b y  t h i s  g r o u p  ( J a z i r e h i  e t  n l . ,  2 0 0 5 ) ,  s h o w e d  t h a t  R i t u x i m a b  
s i g n i f i c a n t l y  u p - r e g u l a t e d  R a f - 1  l u n a s e  i n h i b i t o r  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  a n d  i n t e r r u p t e d  t h e  
N F - K B  s i g n a l i n g  p a t h w a y  r e s u l t i n g  i n  B c l - x L  a n d  B f l - 1 1 A 1  d o w n - r e g u l a t i o n .  
N o r m a l l y ,  B  c e l l s  w i t h  s e l f  r e a c t i v e  o r  l o w  a f f i n i t y  a n t i b o d y  d i e  b y  F a s - m e d i a t e d  
a p o p t o s i s ,  w h e r e a s  c e l l s  t h a t  e x p r e s s  I g  w i t h  i n c r e a s e d  a f f i n i t y  f o r  t h e  c o r r e s p o n d i n g  
a n t i g e n  a r e  s t i m u l a t e d  t o  p r o l i f e r a t e  a n d  e x i t  t h e  G C  a s  m e m o r y  B  c e l l s  o r  p l a s m a  c e l l s  
( R a j e w s k y ,  1 9 9 6 ) .  H / R S  c e l l s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  r e s i s t a n t  t o  c e l l  d e a t h - i n d u c t i o n  
v i a  F a s  a c t i v a t i o n  i n  v i t r o  ( R e  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) ,  e v i d e n c e  t h a t  t h e  F a s  d e a t h - s i g n a l i n g  
p a t h w a y  m u s t  b e  i n t e r r u p t e d  i n  W R S  c e l l s .  I n  J u r k a t  T  c e l l s ,  o x i d a t i v e  s t r e s s  i n d u c e s  
t h e  e x p r e s s i o n  o f  B f l - 1  v i a  N F - K B  a c t i v a t i o n  a n d  t h i s  e a r l y  r e s p o n s e  g e n e  p r o t e c t s  c e l l s  
f r o m  F a s - m e d i a t e d  a p o p t o s i s  ( K i m  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  A l s o ,  B j Z - 1  i n d u c t i o n  t h r o u g h  t h e  
C D 4 0 l N F - K B  p a t h w a y  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a n  i n c r e a s e d  r e s i s t a n c e  t o  B C R - m e d i a t e d  c e l l  
d e a t h  i n  B  c e l l  l i n e s  a n d  m a t u r e  B  c e l l s  ( G r u m o n t  e t  a l ,  1 9 9 9 ;  K u s s  e t  a l ,  1 9 9 9 ;  L e e  e t  
a l ,  1 9 9 9 ) .  W h e t h e r  B f l - 1  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  e v a s i o n  o f  F a s - m e d i a t e d  a p o p t o s i s  i n  H / R S  
c e l l s  b y  i n h i b i t i n g  t h e  m i t o c h o n d r i a 1  a p o p t o t i c  p a t h w a y  i s  a  m a t t e r  w a r r a n t i n g  f u r t h e r  
i n v e s t i g a t i o n .  
I t  h a s  b e e n  e s t i m a t e d  t h a t  2 5 - 5 0  %  o f  a l l  H L  c a s e s  c o n t a i n  E B V  D N A  i n  t h e  W R S  c e l l s  
( r e v i e w e d  i n  K e e g a n  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e  E B V  L M P 1 ,  a  T N F R  s u p e r f a m i l y  m e m b e r  t h a t  
c o n s t i t u t i v e l y  d r i v e s  N F - K B  a c t i v a t i o n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  l i g a n d ,  w a s  r e c e n t l y  s h o w n  t o  
b e  e x p r e s s e d  i n  2 1  %  o f  W R S  c e l l s  o f  1 2 4 1 5 7 7  H L  p a t i e n t s ,  w i t h  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  
f r e q u e n t  d e t e c t i o n  i n  t h e  m i x e d  c e l l u l a r i t y  t h a n  t h e  n o d u l a r  s c l e r o s i s  s u b t y p e  ( H e r l i n g  e t  
a l . ,  2 0 0 3 ) .  E B V  L M P 2 A  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n c r e a s e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  g e n e s  a s s o c i a t e d  
w i t h  c e l l  c y c l e  i n d u c t i o n  a n d  i n h i b i t i o n  o f  a p o p t o s i s  i n  W R S  c e l l s  ( P o r t i s  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
T h e  q u e s t i o n  r e m a i n s  a s  t o  w h e t h e r  E B V  L M P l  a n d  L M P 2 A  h a v e  a  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  
t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  b j Z - 1  g e n e  i n  H L  a n d  w o u l d  p r o v e  a n  i n t e r e s t i n g  i n v e s t i g a t i o n .  
C h a p t e r  7  d e s c r i b e s  h o w  d u e  t o  t h e  u n a v a i l a b i l i t y  o f  r o b u s t  a n t i - B f l - 1  a n t i b o d y  
p r e p a r a t i o n s ,  t h e  b ~ - I  g e n e  w a s  c l o n e d  i n t o  a n  e x p r e s s i o n  v e c t o r ,  e x p r e s s i o n  a n d  
p u r i f i c a t i o n  f r o m  a  c o m p a t i b l e  e x p r e s s i o n  h o s t  w a s  a c h i e v e d  a n d  p u r i f i e d  r e c o m b i n a n t  
p r o t e i n  w a s  u s e d  a s  a n t i g e n  t o  g e n e r a t e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  B f l -  1 .  S e v e r a l  
c h a l l e n g e s  w e r e  o v e r c o m e ,  m o s t  s i g n i f i c a n t l y  t o  s u r m o u n t  t h e  f a i l u r e  t o  p u r i f y  
r e c o m b i n a n t  p r o t e i n ,  a  n o v e l  v e c t o r  ( p G S L i n k )  w a s  d e s i g n e d  a n d  c o n s t r u c t e d  t o  p e r m i t  
h i g h - l e v e l  e x p r e s s i o n  o f  a  p r o t e i n  l i n k e d  a t  t h e  N -  o r  C - t e r m i n a l  t o  a  H i s - t a g  b y  a  
f l e x i b l e ,  p o o r l y  i m m u n o g e n i c  l i n k e r  p e p t i d e  o f  2 1  G l y c i n e  a n d  S e r i n e  a m i n o  a c i d s ;  
2 5 0  
(Gty4Ser)dGly. This novel vector permitted the expression and purification of His- 
Linker-Bfl-1 and Bfl- l -Linker-His fusion proteins using ]MAC. Purified recombinant 
Btl-1 was then used to imrnunise a rabbit (Custom Hybridorna Laboratories) and 
polyclonnl antisen was produced in response to the tagged Bfl-I protein antigen. This 
modified vector and particular linker design may be of general use in assisting to 
overcome problems associated with the purification of recombinant proteins and has 
been publislled in Analytical Biochemistry (Loughran er 01.. 2006). It is hoped that 
generated anti-sera will serve as a valuable tool for correlating Bfl-I expression at the 
protein level in related studies in B cell malignancies in ortr lnboratnry. 
Finally, in the ruture, thc success of cancer themptutics will depend on their ability to 
interfere with distinct pathways leading to apoptosis. Considering the ability of Bfl-I to 
protect H/RS cells From chernofoxic agent-induced apoptosis and in light of the 
evidence presented bere on B fl- I silencing leading to decreased apoptotic threshold, 
developmenl and testing of inhibitors of this anti-apaptotic protein for use as a 
therapeulic agent would be valuable. 
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p e p t i d e s  c o n t a i n i n g  n e i g h b o u r i n g  h i s t i d i n e  r e s i d u e s .  J .  C h r o m a t o g r . ,  4& 1 7 7 -  1 8 4 .  
H o c k e n b e r y ,  D . ,  N u n e z ,  G . ,  M i l l i m a n ,  C . ,  S c h r e i b e r ,  R . D .  a n d  K o r s m e y e r ,  S . J .  ( 1 9 9 0 ) .  B c l - 2  i s  a n  i n n e r  
m i t o c h o n d r i a 1  m e m b r a n e  p r o t e i n  t h a t  b l o c k s  p r o g r a m m e d  c e l l  d e a t h .  N a t u r e . ,  3 4 8 ,  3 3 4 - 3 3 6 .  
H o d g k i n ,  T .  ( 1 8 3 2 )  O n  s o m e  m o r b i d  e x p e r i e n c e s  o f  t h e  a b s o r b a n t  g l a n d s  a n d  s p l e e n .  M e d  C h i r  T r a n s . ,  
a  6 8 - 1  1 4 .  
H o f e l m a y r ,  H . ,  S t r o b l ,  L . J . ,  S t e i n ,  C . ,  L a u x ,  G . ,  M a r s c h a l l ,  G . ,  B o r n k a m m ,  G . W .  a n d  Z i m b e r - S t r o b l .  U .  
( 1 9 9 9 ) .  A c t i v a t e d  m o u s e  N o t c h l  t r a n s a c t i v a t e s  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  n u c l e a r  a n t i g e n  2 - r e g u l a t e d  v i r a l  
p r o m o t e r s .  J .  V i r o l . ,  7 3 ,  2 7 7 0 - 2 7 8 0 .  
H o n g ,  T . ,  S h i m a d a ,  Y . ,  K a n o ,  M . ,  K a g a n o i ,  J . ,  U c h i d a ,  S . ,  K o m o t o ,  I . ,  Y a m a b e ,  H .  a n d  I m a m u r a ,  M .  
( 2 0 0 0 ) .  T h e  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  i s  r a r e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  e s o p h a g e a l  c a n c e r .  I n t .  J .  M o l .  M e d . ,  &  3 6 3 - 3 6 8 .  
H o r i e ,  R . ,  W a t a n a b e ,  T . ,  I t o ,  K . ,  M o r i s i t a ,  Y . ,  W a t a n a b e ,  M . ,  I s h i d a ,  T . ,  H i g a s h i h a r a ,  M . ,  K a d i n ,  M .  a n d  
W a t a n a b e ,  T .  ( 2 0 0 2 a ) .  C y t o p l a s m i c  a g g r e g a t i o n  o f  T R A F 2  a n d  T R A F 5  p r o t e i n s  i n  t h e  H o d g k i n - R e e d -  
S t e r n b e r g  c e l l s .  A m .  J .  P a t h o l . ,  1 6 0 ,  1 6 4 7 - 1 6 5 4 .  
H o r i e ,  R . ,  W a t a n a b e ,  T . .  M o r i s h i t a ,  Y . ,  I t o ,  K . ,  I s h i d a ,  T . ,  K a n e g a e ,  Y . ,  S a i t o ,  I . ,  H i g a s h i h a r a ,  M . ,  M o r i ,  
S . ,  K a d i n ,  M . E .  a n d  W a t a n a b e ,  T .  ( 2 0 0 2 b ) .  L i g a n d - i n d e p e n d e n t  s i g n a l i n g  b y  o v e r e x p r e s s e d  C D 3 0  d r i v e s  
N F - k a p p a B  a c t i v a t i o n  i n  H o d g k i n - R e e d - S t e r n b e r g  c e l l s .  O n c o g e n e . ,  2 ,  2 4 9 3 - 2 5 0 3 .  
H o m i n g ,  S . J . ,  H o p p e ,  R . T . ,  B r e s l i n ,  S . ,  B a r t l e t t ,  N . L . ,  B r o w n ,  B . W .  a n d  R o s e n b e r g ,  S . A .  ( 2 0 0 2 ) .  S t a n f o r d  
V  a n d  r a d i o t h e r a p y  f o r  l o c a l l y  e x t e n s i v e  a n d  a d v a n c e d  H o d g k i n ' s  d i s e a s e :  m a t u r e  r e s u l t s  o f  a  p r o s p e c t i v e  
c l i n i c a l  t r i a l .  J .  C l i n .  O n c o l . ,  2 0 ,  6 3 0 - 6 3 7 .  
H s i e h ,  J . J . ,  H e n k e l ,  T . ,  S a l m o n ,  P . ,  R o b e y ,  E . ,  P e t e r s o n ,  M . G .  a n d  H a y w a r d ,  S . D .  ( 1 9 9 6 ) .  T r u n c a t e d  
m a m m a l i a n  N o t c h  1  a c t i v a t e s  C B F I l R B P J k - r e p r e s s e d  g e n e s  b y  a  m e c h a n i s m  r e s e m b l i n g  t h a t  o f  E p s t e i n -  
B a n  v i r u s  E B N A 2 .  M o l .  C e l l .  B i o l . ,  &  9 5 2 - 9 5 9 .  
H s u ,  J . L .  a n d  G l a s e r ,  S . L .  ( 2 0 0 0 ) .  E p s t e i n - b a r r  v i r u s - a s s o c i a t e d  m a l i g n a n c i e s :  e p i d e m i o l o g i c  p a t t e r n s  a n d  
e t i o l o g i c  i m p l i c a t i o n s .  C r i t .  R e v .  O n c o l .  H e m a t o l . ,  3 ,  2 7 - 5 3 .  
H s u ,  S . M . .  X i e ,  S . S . ,  e l - O k d a ,  M . O .  a n d  H s u ,  P . L .  ( 1 9 9 2 a ) .  C o r r e l a t i o n  o f  c - f o s l c - j u n  e x p r e s s i o n  w i t h  
h i s t i o c y t i c  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  H o d g k i n ' s  R e e d - S t e r n b e r g  c e l l s .  E x a m i n a t i o n  i n  H D L M - 1  s u b c l o n e s  w i t h  
s p o n t a n e o u s  d i f f e r e n t i a t i o n .  A m .  J .  P a t h o l . ,  1 4 0 ,  1 5 5 - 1 6 5 .  
H s u ,  S . M . ,  X i e ,  S . S . ,  H s u ,  P . L .  a n d  W a l d r o n ,  J . A . , J r .  ( 1 9 9 2 b ) .  I n t e r l e u k i n - 6 ,  b u t  n o t  i n t e r l e u k i n - 4 ,  i s  
e x p r e s s e d  b y  R e e d - S t e r n b e r g  c e l l s  i n  H o d g k i n ' s  d i s e a s e  w i t h  o r  w i t h o u t  h i s t o l o g i c  f e a t u r e s  o f  C a s t l e m a n ' s  
d i s e a s e .  A m .  J .  P a t h o l . ,  1 4 1 ,  1 2 9 - 1 3 8 .  
H u ,  X . ,  Y e e .  E . ,  H a r l a n ,  J . M . ,  W o n g ,  F .  a n d  K a r s a n ,  A .  ( 1 9 9 8 ) .  L i p o p o l y s a c c h a r i d e  i n d u c e s  t h e  
a n t i a p o p t o t i c  m o l e c u l e s ,  A 1  a n d  A 2 0 ,  i n  m i c r o v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  c e l l s .  B l o o d . ,  a ,  2 7 5 9 - 2 7 6 5 .  
H u a n g ,  D . C . ,  O ' R e i l l y ,  L . A . ,  S t r a s s e r ,  A .  a n d  C o r y ,  S .  ( 1 9 9 7 ) .  T h e  a n t i - a p o p t o s i s  f u n c t i o n  o f  B c l - 2  c a n  b e  
g e n e t i c a l l y  s e p a r a t e d  f r o m  i t s  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  c e l l  c y c l e  e n t r y .  E M B O  J . ,  1 6 , 4 6 2 8 - 4 6 3 8 .  
H u a n g ,  D . C .  a n d  S t r a s s e r ,  A .  ( 2 0 0 0 ) .  B H 3 - O n l y  p r o t e i n s - e s s e n t i a l  i n i t i a t o r s  o f  a p o p t o t i c  c e l l  d e a t h .  C e l l . ,  
1 0 3 , 8 3 9 - 8 4 2 .  
H u b m a n n ,  R . ,  S c h w a r z m e i e r ,  J . D . ,  S h e h a t a ,  M . ,  H i l g a r t h ,  M . ,  D u e c h l e r ,  M . ,  D e t t k e ,  M .  a n d  B e r g e r ,  R .  
( 2 0 0 2 ) .  N o t c h 2  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  o v e r e x p r e s s i o n  o f  C D 2 3  i n  B - c e l l  c h r o n i c  l y r n p h o c y t i c  l e u k e m i a .  
B l o o d . ,  9 9 , 3 7 4 2 - 3 7 4 7 .  
H u t v a g n e r ,  G .  a n d  Z a m o r e ,  P . D .  ( 2 0 0 2 ) .  R N A i :  n a t u r e  a b h o r s  a  d o u b l e - s t r a n d  C u r r .  O p i n .  G e n e t .  D e v . ,  
1 2 ,  2 2 5 - 2 3 2 .  
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I c h i k a w a ,  H . ,  T a k a d a ,  Y . ,  S h i s h o d i a ,  S . ,  J a y a p r a k a s a m ,  B . ,  N a i r ,  M . G .  a n d  A g g a r w a l ,  B . B .  ( 2 0 0 6 ) .  
W i t h a n o l i d e s  p o t e n t i a t e  a p o p t o s i s ,  i n h i b i t  i n v a s i o n ,  a n d  a b o l i s h  o s t e o c l a s t o g e n e s i s  t h r o u g h  s u p p r e s s i o n  o f  
n u c l e a r  f a c t o r - ( k a p p a } B  ( N F - ( k a p p a } B )  a c t i v a t i o n  a n d  N F - ( k a p p a ] B - r e g u l a t e d  g e n e  e x p r e s s i o n .  M o l  
C a i z c e r  T h e r . ,  5 ,  1 4 3 4 - 1 4 4 5 .  
I k e m u r a ,  T .  ( 1 9 8 1 ) .  C o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  a b u n d a n c e  o f  E s c h e r i c h i a  c o l i  t r a n s f e r  R N A s  a n d  t h e  
o c c u r r e n c e  o f  t h e  r e s p e c t i v e  c o d o n s  i n  i t s  p r o t e i n  g e n e s :  a  p r o p o s a l  f o r  a  s y n o n y m o u s  c o d o n  c h o i c e  t h a t  i s  
o p t i m a l  f o r  t h e  E .  c o l i  t r a n s l a t i o n a l  s y s t e m .  J .  M o l .  B i o l . ,  1 5 1 .  3 8 9 - 4 0 9 .  
I p ,  Y . T .  a n d  D a v i s ,  R . J .  ( 1 9 9 8 ) .  S i g n a l  t r a n s d u c t i o n  b y  t h e  c - J u n  N - t e r m i n a l  k i n a s e  ( J N K ) - - f r o m  
i n f l a m m a t i o n  t o  d e v e l o p m e n t .  C u r r .  O p i n .  C e l l  B i o l . ,  J Q ,  2 0 5 - 2 1 9 .  
J a m e s ,  J . A . ,  S m i t h ,  M . A . ,  C o u r t ,  E . L . .  Y i p ,  C . ,  C h i n g ,  Y . ,  W i l l s o n ,  C .  a n d  S m i t h ,  J . G .  ( 2 0 0 3 ) .  A n  
i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  M E K  i n h i b i t o r  U 0 1 2 6  o n  a p o p t o s i s  i n  a c u t e  l e u k e m i a .  H e m a t o l .  J . ,  &  
4 2 7 - 4 3 2 .  
J a n g ,  M . S . ,  M i a o ,  H . ,  C a r l e s s o ,  N . ,  S h e l l y ,  L . ,  Z l o b i n ,  A . ,  D a r a c k ,  N . ,  Q i n ,  J . Z . ,  N i c k o l o f f ,  B . J .  a n d  
M i e l e ,  L .  ( 2 0 0 4 ) .  N o t c h -  1  r e g u l a t e s  c e l l  d e a t h  i n d e p e n d e n t l y  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  m u r i n e  e r y t h r o l e u k e m i a  
c e l l s  t h r o u g h  m u l t i p l e  a p o p t o s i s  a n d  c e l l  c y c l e  p a t h w a y s .  J .  C e l l .  P h y s i o l . ,  1 9 9 , 4 1 8 - 4 3 3 .  
J a n u m y a n ,  Y . M . ,  S a n s a m ,  C . G . ,  C h a t t o p a d h y a y ,  A . ,  C h e n g ,  N . ,  S o u c i e ,  E . L . ,  P e n n ,  L . Z . ,  A n d r e w s ,  D . ,  
K n u d s o n ,  C . M .  a n d  Y a n g ,  E .  ( 2 0 0 3 ) .  B c l - x L / B c l - 2  c o o r d i n a t e l y  r e g u l a t e s  a p o p t o s i s ,  c e l l  c y c l e  a r r e s t  a n d  
c e l l  c y c l e  e n t r y .  E M B O  J . ,  a ,  5 4 5 9 - 5 4 7 0 .  
J a n z ,  M . ,  D o r k e n ,  B .  a n d  M a t h a s ,  S .  ( 2 0 0 6 a ) .  R e p r o g r a m m i n g  o f  B  l y m p h o i d  c e l l s  i n  h u m a n  l y m p h o m a  
p a t h o g e n e s i s .  C e l l .  C y c l e . ,  5 ,  1 0 5 7 -  1 0 6 1 .  
J a n z ,  M . ,  H u m m e l ,  M . ,  T r u s s ,  M . ,  W o l l e r t - W u l f ,  B . ,  M a t h a s ,  S . ,  J o h r e n s ,  K . ,  H a g e m e i e r ,  C . ,  B o m m e r t ,  
K . ,  S t e i n ,  H . ,  D o r k e n ,  B .  a n d  B a r g o u ,  R . C .  ( 2 0 0 6 b ) .  C l a s s i c a l  H o d g k i n  l y m p h o m a  i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  
h i g h  c o n s t i t u t i v e  e x p r e s s i o n  o f  a c t i v a t i n g  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  3  ( A T F 3 ) ,  w h i c h  p r o m o t e s  v i a b i l i t y  o f  
H o d g k i n m e e d - S t e r n b e r g  c e l l s .  B l o o d . ,  1 0 7 ,  2 5 3 6 - 2 5 3 9 .  
J a z i r e h i ,  A . R . ,  H u e r t a - Y e p e z ,  S . ,  C h e n g ,  G .  a n d  B o n a v i d a ,  B .  ( 2 0 0 5 ) .  R i t u x i m a b  ( C h i m e r i c  A n t i - C D 2 0  
M o n o c l o n a l  A n t i b o d y )  I n h i b i t s  t h e  C o n s t i t u t i v e  N u c l e a r  F a c t o r - [ k a p p a ] B  S i g n a l i n g  P a t h w a y  i n  N o n -  
H o d g k i n ' s  L y m p h o m a  B - C e l l  L i n e s :  R o l e  i n  S e n s i t i z a t i o n  t o  C h e m o t h e r a p e u t i c  D r u g - i n d u c e d  A p o p t o s i s .  
C a n c e r  R e s . ,  2 6 4 - 2 7 6 .  
J a z i r e h i ,  A . R . ,  V e g a ,  M . I . ,  C h a t t e r j e e ,  D . ,  G o o d g l i c k ,  L .  a n d  B o n a v i d a ,  B .  ( 2 0 0 4 ) .  I n h i b i t i o n  o f  t h e  R a f -  
M E K l I 2 - E R K 1 I 2  S i g n a l i n g  P a t h w a y ,  B c l - x L  D o w n - R e g u l a t i o n ,  a n d  C h e m o s e n s i t i z a t i o n  o f  N o n -  
H o d g k i n ' s  L y m p h o m a  B  C e l l s  b y  R i t u x i m a b .  C a n c e r  R e s . ,  &  7  1 1 7 - 7  1 2 6 .  
J o h a n s e n ,  L . M . ,  D e p p m a n n ,  C . D . ,  E r i c k s o n ,  K . D . ,  C o f f i n ,  W . F . , 3 r d ,  T h o r n t o n ,  T . M . ,  H u m p h r e y ,  S . E . ,  
M a r t i n ,  J . M .  a n d  T a p a r o w s k y ,  E . J .  ( 2 0 0 3 ) .  E B N A 2  a n d  a c t i v a t e d  N o t c h  i n d u c e  e x p r e s s i o n  o f  B A T E  J .  
V i r o l . ,  6 0 2 9 - 6 0 4 0 .  
J o h n s o n ,  G . L . ,  D o h l m a n ,  H . G .  a n d  G r a v e s ,  L . M .  ( 2 0 0 5 ) .  M A P K  k i n a s e  k i n a s e s  ( M K K K s )  a s  a  t a r g e t  
c l a s s  f o r  s m a l l - m o l e c u l e  i n h i b i t i o n  t o  m o d u l a t e  s i g n a l i n g  n e t w o r k s  a n d  g e n e  e x p r e s s i o n .  C u r r .  O p i n .  
C l i e r n .  B i o l . ,  9 ,  3 2 5 - 3 3 1 .  
J o n e s ,  M . D . ,  F o s t e r ,  L . ,  S h e e d y ,  T .  a n d  G r i f f i n ,  B . E .  ( 1 9 8 4 ) .  T h e  E B  v i r u s  g e n o m e  i n  D a u d i  B u r k i t t ' s  
l y m p h o m a  c e l l s  h a s  a  d e l e t i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  o b s e r v e d  i n  a  n o n - t r a n s f o r m i n g  s t r a i n  ( P 3 H R - 1 )  o f  t h e  v i r u s .  
E M B O  J . ,  5  8 1 3 - 8 2 1 .  
J o o s ,  S . ,  K u p p e r ,  M . ,  O h l ,  S . ,  v o n  B o n i n ,  F . ,  M e c h t e r s h e i m e r ,  G . ,  B e n t z ,  M . ,  M a r y n e n ,  P . ,  M o l l e r ,  P . ,  
P f r e u n d s c h u h ,  M . ,  T r u m p e r ,  L .  a n d  L i c h t e r ,  P .  ( 2 0 0 0 ) .  G e n o m i c  i m b a l a n c e s  i n c l u d i n g  a m p l i f i c a t i o n  o f  
t h e  t y r o s i n e  k i n a s e  g e n e  J A K 2  i n  C D 3 0 +  H o d g k i n  c e l l s .  C a r z c e r  R e s . ,  6 0 ,  5 4 9 - 5 5 2 .  
J o o s ,  S . ,  M e n z ,  C . K . ,  W r o b e l ,  G . ,  S i e b e r t ,  R . ,  G e s k ,  S . ,  O h l ,  S . ,  M e c h t e r s h e i m e r ,  G . ,  T r u m p e r ,  L . ,  M o l l e r ,  
P . ,  L i c h t e r ,  P .  a n d  B a r t h ,  T . F .  ( 2 0 0 2 ) .  C l a s s i c a l  H o d g k i n  l y m p h o m a  i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  r e c u r r e n t  c o p y  
n u m b e r  g a i n s  o f  t h e  s h o r t  a r m  o f  c h r o m o s o m e  2 .  B l o o d . ,  B ,  1 3 8 1 - 1 3 8 7 .  
J o s t ,  P . J .  a n d  R u l a n d ,  J .  ( 2 0 0 7 ) .  A b e r r a n t  N F - k a p p a B  s i g n a l i n g  i n  l y m p h o m a :  m e c h a n i s m s ,  
c o n s e q u e n c e s ,  a n d  t h e r a p e u t i c  i m p l i c a t i o n s .  B l o o d . ,  1 0 9 ,  2 7 0 0 - 2 7 0 7 .  
J o s t i n g ,  A . ,  K a t a y ,  I . ,  R u e f f e r ,  U . ,  W i n t e r ,  S . ,  T e s c h ,  H . ,  E n g e r t ,  A , ,  D i e h l ,  V .  a n d  W i c k r a m a n a y a k e ,  P . D .  
( 1 9 9 8 ) .  F a v o r a b l e  o u t c o m e  o f  p a t i e n t s  w i t h  r e l a p s e d  o r  r e f r a c t o r y  H o d g k i n ' s  d i s e a s e  t r e a t e d  w i t h  h i g h -  
d o s e  c h e m o t h e r a p y  a n d  s t e m  c e l l  r e s c u e  a t  t h e  t i m e  o f  m a x i m a l  r e s p o n s e  t o  c o n v e n t i o n a l  s a l v a g e  t h e r a p y  
( D e x - B E A M ) .  A n n .  O n c o l . ,  5  2 8 9 - 2 9 5 .  
J u c k e r ,  M . ,  A b t s ,  H . ,  L i ,  W . ,  S c h i n d l e r ,  R . ,  M e r z ,  H . ,  G u n t h e r ,  A . ,  v o n  K a l l e ,  C . ,  S c h a a d t ,  M . ,  
D i a m a n t s t e i n ,  T .  a n d  F e l l e r ,  A . C .  ( 1 9 9 1 ) .  E x p r e s s i o n  o f  i n t e r l e u k i n - 6  a n d  i n t e r l e u k i n - 6  r e c e p t o r  i n  
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P o g u e ,  S . L . ,  K u r o s a k i ,  T . ,  B o l e n ,  J .  a n d  H e r b s t ,  R .  ( 2 0 0 0 ) .  B  c e l l  a n t i g e n  r e c e p t o r - i n d u c e d  a c t i v a t i o n  o f  
A k t  p r o m o t e s  B  c e l l  s u r v i v a l  a n d  i s  d e p e n d e n t  o n  S y k  k i n a s e .  J .  I r n r n u n o l . ,  1 6 5 .  1 3 0 0 - 1 3 0 6 .  
P o n z i e l l i ,  R . ,  K a t z ,  S . ,  B a r s y t e - L o v e j o y ,  D .  a n d  P e n n ,  L . Z .  ( 2 0 0 5 ) .  C a n c e r  t h e r a p e u t i c s :  t a r g e t i n g  t h e  d a r k  
s i d e  o f  M y c .  E u r .  J .  C a n c e r . ,  a  2 4 8 5 - 2 5 0 1 .  
P o p p e m a ,  S .  a n d  v a n  d e n  B e r g ,  A .  ( 2 0 0 0 ) .  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  h o s t  T  c e l l s  a n d  R e e d - S t e r n b e r g  c e l l s  i n  
H o d g k i n  l y m p h o m a s .  S e m i n .  C a n c e r  B i o l . ,  I O ,  3 4 5 - 3 5 0 .  
P o r a t h ,  J . ,  C a r l s s o n ,  J . ,  O l s s o n ,  I .  a n d  B e l f r a g e ,  G .  ( 1 9 7 5 ) .  M e t a l  c h e l a t e  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y ,  a  n e w  
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R a s s i d a k i s ,  G . Z . ,  L a i ,  R . ,  M c D o n n e l l ,  T . J . ,  C a b a n i l l a s ,  F . ,  S a r r i s ,  A . H .  a n d  M e d e i r o s ,  L . J .  ( 2 0 0 2 ) .  
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R a s s i d a k i s ,  G . Z . ,  M e d e i r o s ,  L . J . ,  M c D o n n e l l ,  T . J . ,  V i v i a n i ,  S . ,  B o n f a n t e ,  V . ,  N a d a l i ,  G . ,  V a s s i l a k o p o u l o s ,  
T . P . ,  G i a r d i n i ,  R . ,  C h i l o s i ,  M . .  K i t t a s ,  C . ,  G i a n n i ,  A . M . ,  B o n a d o n n a ,  G . ,  P i z z o l o ,  G . ,  P a n g a l i s ,  G . A . ,  
C a b a n i l l a s ,  F .  a n d  S a r r i s ,  A . H .  ( 2 0 0 2 ) .  B A X  e x p r e s s i o n  i n  H o d g k i n  a n d  R e e d - S t e r n b e r g  c e l l s  o f  
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M . ,  A n g e l o p o u l o u ,  M . K . ,  G i a r d i n i ,  R . ,  C h i l o s i ,  M . ,  K i t t a s ,  C . ,  M c D o n n e l l ,  T . J . ,  B o n a d o n n a ,  G . ,  G i a n n i ,  
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R e ,  D . ,  H o f m a n n ,  A . ,  W o l f ,  J . ,  D i e h l ,  V .  a n d  S t a r a t s c h e k - J o x ,  A .  ( 2 0 0 0 ) .  C u l t i v a t e d  H - R S  c e l l s  a r e  
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R e ,  D . ,  M u s c h e n ,  M . ,  A h m a d i ,  T . ,  W i c k e n h a u s e r ,  C . ,  S t a r a t s c h e k - J o x ,  A , ,  H o l t i c k ,  U . ,  D i e h l ,  V .  a n d  
W o l f ,  J .  ( 2 0 0 1 a ) .  O c t - 2  a n d  B o b - l  d e f i c i e n c y  i n  H o d g k i n  a n d  R e e d  S t e r n b e r g  c e l l s .  C a n c e r  R e s . ,  a  
2 0 8 0 - 2 0 8 4 .  
R e ,  D . ,  S t a r a t s c h e k - J o x ,  A . ,  H o l t i c k ,  U . ,  D i e h l ,  V .  a n d  W o l f ,  J .  ( 2 0 0 1 b ) .  D e r e g u l a t i o n  o f  i m m u n o g l o b u l i n  
g e n e  t r a n s c r i p t i o n  i n  t h e  H o d g k i n - R e e d  S t e r n b e r g  c e l l  l i n e  L 1 2 3 6 .  B r .  J .  H o e m a t o l . .  1 1 5 ,  3 2 6 - 3 2 8 .  
R e ,  D . ,  S t a r o s t i k ,  P . ,  M a s s o u d i ,  N . ,  S t a r a t s c h e k - J o x ,  A , ,  D r i e s ,  V . ,  T h o m a s ,  R . K . ,  D i e h l ,  V .  a n d  W o l f ,  J .  
( 2 0 0 3 ) .  A l l e l i c  l o s s e s  o n  c h r o m o s o m e  6 q 2 5  i n  H o d g k i n  a n d  R e e d  S t e r n b e r g  c e l l s .  C a r t c e r  R e s . ,  a  2 6 0 6 -  
2 6 0 9 .  
R e ,  D . ,  K u p p e r s ,  R .  a n d  D i e h l ,  V .  ( 2 0 0 5 ) .  M o l e c u l a r  P a t h o g e n e s i s  o f  H o d g k i n ' s  L y m p h o m a .  J  C l i i z  
O n c o l . ,  2 3 ,  6 3 7 9 - 6 3 8 6 .  
R e e d ,  D . M .  ( 1 9 0 2 ) .  O n  t h e  p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  H o d g k i n  d i s e a s e ,  w i t h  e s p e c i a l  r e f e r e n c e  t o  i t s  
r e l a t i o n  t o  t u b e r c u l o s i s .  J o h n s  H o p k i n s  H o s p i t a l  R e p o r t s . , N ,  1 3 3 .  
R e e d ,  J . C .  ( 1 9 9 8 ) .  B c l - 2  f a m i l y  p r o t e i n s .  O n c o g e n e . ,  l 7 ,  3 2 2 5 - 3 2 3 6 .  
R e h m a n ,  A . O .  a n d  W a n g ,  C .  ( 2 0 0 6 1 6 ) .  N o t c h  s i g n a l i n g  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t u m o r  a n g i o g e n e s i s .  T r e n d s  i i z  
C e l l  B i o l o g y . ,  1 6 ,  2 9 3 - 3 0 0 .  
R e n n e ,  C . ,  W i l l e n b r o c k ,  K . ,  K u p p e r s ,  R . ,  H a n s m a n n ,  M . L .  a n d  B r a u n i n g e r ,  A .  ( 2 0 0 5 ) .  A u t o c r i n e -  a n d  
p a r a c r i n e - a c t i v a t e d  r e c e p t o r  t y r o s i n e  k i n a s e s  i n  c l a s s i c  H o d g k i n  l y m p h o m a .  B l o o d . ,  1 0 5 ,  4 0 5  1 - 4 0 5 9 .  
R e n v o i z e ,  C . ,  B i o l a ,  A , ,  P a l l a r d y ,  M .  a n d  B r e a r d ,  J .  ( 1 9 9 8 ) .  A p o p t o s i s :  i d e n t i f i c a t i o n  o f  d y i n g  c e l l s .  C e l l  
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R o s s ,  D . T . ,  S c h e r f ,  U . .  E i s e n ,  M . B . ,  P e r o u ,  C . M . ,  R e e s ,  C . ,  S p e l l m a n ,  P . ,  I y e r ,  V . ,  J e f f r e y ,  S . S . ,  V a n  d e  
R i j n ,  M . ,  W a l t h a m ,  M . ,  P e r g a m e n s c h i k o v ,  A . ,  L e e ,  J . C . ,  L a s h k a r i ,  D . ,  S h a l o n ,  D . ,  M y e r s ,  T . G . ,  
W e i n s t e i n ,  J . N . ,  B o t s t e i n ,  D .  a n d  B r o w n ,  P . O .  ( 2 0 0 0 ) .  S y s t e m a t i c  v a r i a t i o n  i n  g e n e  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  i n  
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P r o d u c t s  T h r o u g h  M o d u l a t i o n  o f  p 6 5  a n d  I { k a p p a ) B  ( a l p h a ]  K i n a s e  A c t i v a t i o n ,  L e a d i n g  t o  P o t e n t i a t i o n  
o f  A p o p t o s i s  I n d u c e d  b y  C y t o k i n e  a n d  C h e m o t h e r a p e u t i c  A g e n t s .  J .  B i o l .  C h e m . ,  2 8 1 ,  1 7 0 2 3 - 1 7 0 3 3 .  
S a n t o r o ,  M . G . ,  R o s s i ,  A .  a n d  A m i c i ,  C .  ( 2 0 0 3 ) .  N F - k a p p a B  a n d  v i r u s  i n f e c t i o n :  w h o  c o n t r o l s  w h o m .  
E M B O  J . ,  2 2 , 2 5 5 2 - 2 5 6 0 .  
S a n z ,  L . ,  G a r c i a - M a r c o ,  J . A . ,  C a s a n o v a ,  B . ,  d e  l a  F u e n t e , M a r i a  T e r e s a ,  G a r c i a - G i l a ,  M . ,  G a r c i a - P a r d o ,  A .  
a n d  S i l v a ,  A .  ( 2 0 0 4 1 3 1 1 2 ) .  B c l - 2  f a m i l y  g e n e  m o d u l a t i o n  d u r i n g  s p o n t a n e o u s  a p o p t o s i s  o f  B - c h r o n i c  
l y m p h o c y t i c  l e u k e m i a  c e l l s .  B i o c h e m i c a l  a n d  B i o p h y s i c a l  R e s e a r c h  C o m m u n i c a t i o n s . ,  3 1 5 , 5 6 2 - 5 6 7 .  
S c h a a d t ,  M . ,  F o n a t s c h ,  C . ,  K i r c h n e r ,  H .  a n d  D i e h l ,  V .  ( 1 9 7 9 ) .  E s t a b l i s h m e n t  o f  a  m a l i g n a n t ,  E p s t e i n -  
B a r r - v i r u s  ( E B V ) - n e g a t i v e  c e l l - l i n e  f r o m  t h e  p l e u r a  e f f u s i o n  o f  a  p a t i e n t  w i t h  H o d g k i n ' s  d i s e a s e .  B l u t . ,  
3 8 .  1 8 5 - 1 9 0 .  
-
S c h e r r .  M . ,  B a t t m e r ,  K . ,  W i n k l e r ,  T . ,  H e i d e n r e i c h ,  O . ,  G a n s e r ,  A .  
a n d  E d e r ,  M .  ( 2 0 0 3 ) .  S p e c i f i c  
i n h i b i t i o n  o f  b c r - a b l  g e n e  e x p r e s s i o n  b y  s m a l l  i n t e r f e r i n g  R N A .  B l o o d . ,  1 0 1 ,  1 5 6 6 - 1 5 6 9 .  
S c h l a i f e r ,  D . ,  K r a j e w s k i ,  S . ,  R i g a l - H u g u e t ,  F . ,  L a u r e n t ,  G . ,  P r i s ,  J . ,  D e l s o l ,  G . ,  R e e d ,  J . C .  a n d  B r o u s s e t ,  P .  
( 1 9 9 6 ) .  B c l - x  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  H o d g k i n ' s  d i s e a s e .  L e u k .  L y m p h o m a . ,  a  1 4 3 - 1 4 6 .  
S c h l e s i n g e r ,  P . H . ,  G r o s s ,  A . ,  Y i n ,  X . M . ,  Y a m a m o t o ,  K . ,  S a i t o ,  M . ,  W a k s m a n ,  G .  a n d  K o r s m e y e r ,  S . J .  
( 1 9 9 7 ) .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  i o n  c h a n n e l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  p r o a p o p t o t i c  B A X  a n d  a n t i a p o p t o t i c  B C L - 2 .  
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U .  S .  A , ,  9 4 ,  1 1 3 5 7 - 1  1 3 6 2 .  
S c h l e s s i n g e r ,  J .  ( 2 0 0 0 ) .  C e l l  s i g n a l i n g  b y  r e c e p t o r  t y r o s i n e  k i n a s e s .  C e l l . ,  1 0 3 ,  2 1  1 - 2 2 5 .  
S c h n e i d e r ,  E . M . ,  T o r l a k o v i c ,  E . ,  S t u h l e r ,  A . ,  D i e h l ,  V . ,  T e s c h ,  H .  a n d  G i e b e l ,  B .  ( 2 0 0 4 ) .  T h e  e a r l y  
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  G A T A - 2  i s  e x p r e s s e d  i n  c l a s s i c a l  H o d g k i n ' s  l y m p h o m a .  J .  P a t h o l . ,  2 0 4 ,  5 3 8 - 5 4 5 .  
S c h w a r z ,  E . ,  S c h e r r e r ,  G . ,  H o b o m ,  G . .  a n d  K o s s e l ,  H .  ( 1 9 7 8 ) .  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  c r o ,  c I I  a n d  p a r t  o f  
t h e  0  g e n e  i n  p h a g e  l a m b d a  D N A .  N a t u r e . ,  2 7 2 , 4 1 0 4 1 4 .  
S c h w a r z e ,  M . M .  a n d  H a w l e y ,  R . G .  ( 1 9 9 5 ) .  P r e v e n t i o n  o f  m y e l o m a  c e l l  a p o p t o s i s  b y  e c t o p i c  b c l - 2  
e x p r e s s i o n  o r  i n t e r l e u k i n  6 - m e d i a t e d  u p - r e g u l a t i o n  o f  b c l - x L .  C a n c e r  R e s . ,  5 5 ,  2 2 6 2 - 2 2 6 5 .  
S c h w e r i n g ,  I . ,  B r a u n i n g e r ,  A . ,  K l e i n ,  U . ,  J u n g n i c k e l ,  B . ,  T i n g u e l y ,  M . ,  D i e h l .  V . ,  H a n s m a n n ,  M . L . ,  D a l l a -  
F a v e r a .  R . ,  R a j e w s k y ,  K .  a n d  K u p p e r s ,  R .  ( 2 0 0 3 ) .  L o s s  o f  t h e  B - l i n e a g e - s p e c i f i c  g e n e  e x p r e s s i o n  
p r o g r a m  i n  H o d g k i n  a n d  R e e d - S t e m b e r g  c e l l s  o f  H o d g k i n  l y m p h o m a .  B l o o d . ,  1 0 1 ,  1 5 0 5 - 1 5 1 2 .  
S e d l a k ,  T . W . ,  O l t v a i ,  Z . N . ,  Y a n g ,  E . ,  W a n g ,  K . ,  B o i s e ,  L . H . ,  T h o m p s o n ,  C . B .  a n d  K o r s m e y e r ,  S . J .  
( 1 9 9 5 ) .  M u l t i p l e  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  d e m o n s t r a t e  s e l e c t i v e  d i m e r i z a t i o n s  w i t h  B a x .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  
S c i .  U .  S .  A . ,  9 2 ,  7 8 3 4 - 7 8 3 8 .  
S e i t z ,  V . ,  H u m m e l ,  M . ,  M a r a f i o t i ,  T . ,  A n a g n o s t o p o u l o s ,  I . ,  A s s a f ,  C .  a n d  S t e i n ,  H .  ( 2 0 0 0 ) .  D e t e c t i o n  o f  
c l o n a l  T - c e l l  r e c e p t o r  g a m m a - c h a i n  g e n e  r e a r r a n g e m e n t s  i n  R e e d - S t e r n b e r g  c e l l s  o f  c l a s s i c  H o d g k i n  
d i s e a s e .  B l o o d . ,  9 5 ,  3 0 2 0 - 3 0 2 4 .  
S e l k o e ,  D .  a n d  K o p a n ,  R .  ( 2 0 0 3 ) .  N o t c h  a n d  P r e s e n i l i n :  r e g u l a t e d  i n t r a m e m b r a n e  p r o t e o l y s i s  l i n k s  
d e v e l o p m e n t  a n d  d e g e n e r a t i o n .  A n n u .  R e v .  N e u r o s c i . ,  
5 6 5 - 5 9 7 .  
S h a u l i a n ,  E .  a n d  K a r i n ,  M .  ( 2 0 0 2 ) .  A P -  l  a s  a  r e g u l a t o r  o f  c e l l  l i f e  a n d  d e a t h .  N u t .  C e l l  B i o l . ,  4 ,  E l 3  1 - 6 .  
S h i ,  B . ,  T r i e b e ,  D . ,  K a j i j i ,  S . ,  I w a t a ,  K . K . ,  B r u s k i n ,  A .  a n d  M a h a j n a ,  J .  ( 1 9 9 9 ) .  I d e n t i f i c a t i o n  a n d  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  b a x e p s i l o n ,  a  n o v e l  b a x  v a r i a n t  m i s s i n g  t h e  B H 2  a n d  t h e  t r a n s m e m b r a n e  d o m a i n s .  
B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  C o m m u n . ,  2 5 4 , 7 7 9 - 7 8 5 .  
S h i ,  Y .  ( 2 0 0 3 ) .  M a m m a l i a n  R N A i  f o r  t h e  m a s s e s .  T r e r z d s  G e n e t . ,  l 9 ,  9 - 1 2 .  
S h i s h o d i a ,  S .  a n d  A g g a r w a l ,  B . B .  ( 2 0 0 6 ) .  D i o s g e n i n  i n h i b i t s  o s t e o c l a s t o g e n e s i s ,  i n v a s i o n ,  a n d  
p r o l i f e r a t i o n  t h r o u g h  t h e  d o w n r e g u l a t i o n  o f  A k t ,  I [ k a p p a ] B  k i n a s e  a c t i v a t i o n  a n d  N F - [ k a p p a ] B - r e g u l a t e d  
g e n e  e x p r e s s i o n .  O n c o g e n e . ,  a  1 4 6 3 - 1 4 7 3 .  
S i l v e r m a n ,  N .  a n d  M a n i a t i s ,  T .  ( 2 0 0 1 ) .  N F - k a p p a B  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  i n  m a m m a l i a n  a n d  i n s e c t  i n n a t e  
i m m u n i t y .  G e n e s  D e v . ,  f i  2 3 2 1 - 2 3 4 2 .  
S k i n n i d e r ,  B . F . ,  E l i a ,  A . J . ,  G a s c o y n e ,  R . D . ,  P a t t e r s o n ,  B . ,  T r u m p e r ,  L . ,  K a p p ,  U .  a n d  M a k ,  T . W .  ( 2 0 0 2 a ) .  
S i g n a l  t r a n s d u c e r  a n d  a c t i v a t o r  o f  t r a n s c r i p t i o n  6  i s  f r e q u e n t l y  a c t i v a t e d  i n  H o d g k i n  a n d  R e e d - S t e m b e r g  
c e l l s  o f  H o d g k i n  l y m p h o m a .  B l o o d . ,  9 9 ,  6 1 8 - 6 2 6 .  
S k i n n i d e r ,  B . F . ,  K a p p ,  U .  a n d  M a k ,  T . W .  ( 2 0 0 2 b ) .  T h e  r o l e  o f  i n t e r l e u k i n  1 3  i n  c l a s s i c a l  H o d g k i n  
l y m p h o m a .  L e u k .  L y n z p h o r n a . ,  a ,  1 2 0 3 - 1 2 1 0 .  
S k i n n i d e r ,  B . F .  a n d  M a k ,  T . W .  ( 2 0 0 2 ) .  T h e  r o l e  o f  c y t o k i n e s  i n  c l a s s i c a l  H o d g k i n  l y m p h o m a .  B l o o d ,  
4 2 8 3 - 4 2 9 7 .  
S m i t h ,  S . M .  ( 2 0 0 5 ) .  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  l a t e n t  p r o t e i n s  r e g u l a t e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  a n t i - a p o p t o t i c  c e l l u l a r  
b j Z - l  g e n e .  P h D  T h e s i s ,  D u b l i n  C i t y  U n i v e r s i t y ,  I r e l a n d .  
S o r e n s e n ,  M . A . ,  K u r l a n d ,  C . G .  a n d  P e d e r s e n ,  S .  ( 1 9 8 9 ) .  C o d o n  u s a g e  d e t e r m i n e s  t r a n s l a t i o n  r a t e  i n  
E s c h e r i c h i a  c o l i .  J .  M o l .  B i o l . ,  2 0 7 , 3 6 5 - 3 7 7 .  
S o r e n s o n ,  C . M .  ( 2 0 0 4 ) .  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  a n d  d i s e a s e .  B i o c l t i m .  B i o p h y s .  A c t a . ,  1 6 4 4 ,  1 6 9 - 1 7 7 .  
S t a b e r ,  P . B . ,  L i n k e s c h ,  W . ,  Z a u n e r ,  D . ,  B e h a m - S c h m i d ,  C . ,  G u e l l y ,  C . ,  S c h a u e r ,  S . ,  S i l l ,  H .  a n d  H o e f l e r ,  
G .  ( 2 0 0 4 ) .  C o m m o n  a l t e r a t i o n s  i n  g e n e  e x p r e s s i o n  a n d  i n c r e a s e d  p r o l i f e r a t i o n  i n  r e c u r r e n t  a c u t e  m y e l o i d  
l e u k e m i a .  O n c o g e n e . ,  2 , 8 9 4 - 9 0 4 .  
S t a r k ,  G . L . ,  W o o d ,  K . M . ,  J a c k ,  F . ,  A n g u s ,  B . ,  P r o c t o r ,  S . J . ,  T a y l o r ,  P . R .  a n d  N o r t h e r n  R e g i o n  L y m p h o m a  
G r o u p .  ( 2 0 0 2 ) .  H o d g k i n ' s  d i s e a s e  i n  t h e  e l d e r l y :  a  p o p u l a t i o n - b a s e d  s t u d y .  B r .  J .  H a e m a t o l . ,  1 1 9 ,  4 3 2 -  
4 4 0 .  
S t a u d t ,  L . M .  ( 2 0 0 0 ) .  T h e  m o l e c u l a r  a n d  c e l l u l a r  o r i g i n s  o f  H o d g k i n ' s  d i s e a s e .  J .  E x p .  M e d . ,  1 9 1 , 2 0 7 - 2 1 2 .  
S t e i n ,  H . ,  D e l s o l ,  G . ,  P i l e r i ,  S . ,  e t  a l .  ( 2 0 0 1 a ) .  C l a s s i c a l  H o d g k i n  l y m p h o m a .  I n :  J a f f e ,  E . S . ,  H a r r i s ,  N . L . ,  
S t e i n ,  H . ,  e t  a l ,  e d s .  W o r l d  H e a l t h  O r g a n i s a t i o n  c l a s s i f i c a t i o n  o f  t u m o u r s .  P a t h o l o g y  a n d  g e n e t i c s  o f  
t u m o u r s  o f  I z a e m a t o p o i e t i c  a n d  l y m p h o i d  t i s s u e s .  L y o n :  I A R C  P r e s s ,  2 0 0 1 : 2 4 4 - 2 5 3 .  
S t e i n ,  H . ,  M a r a f i o t i ,  T . ,  F o s s ,  H . D . ,  L a u m e n ,  H . ,  H u m m e l ,  M . ,  A n a g n o s t o p o u l o s ,  I . ,  W i r t h .  T . ,  D e m e l ,  G .  
a n d  F a l i n i ,  B .  ( 2 0 0 1 b ) .  D o w n - r e g u l a t i o n  o f  B O B . l I O B F . 1  a n d  O c t 2  i n  c l a s s i c a l  H o d g k i n  d i s e a s e  b u t  n o t  
i n  l y m p h o c y t e  p r e d o m i n a n t  H o d g k i n  d i s e a s e  c o r r e l a t e s  w i t h  i m m u n o g l o b u l i n  t r a n s c r i p t i o n .  B l o o d . ,  9 7 ,  
4 9 6 - 5 0  1 .  
S t e t l e r - S t e v e n s o n ,  M . ,  C r u s h - S t a n t o n ,  S .  a n d  C o s s m a n ,  J .  ( 1 9 9 0 ) .  I n v o l v e m e n t  o f  t h e  b c l - 2  g e n e  i n  
H o d g k i n ' s  d i s e a s e .  J .  N a t l .  C a n c e r  l n s t . ,  a  8 5 5 - 8 5 8 .  
S t r a u s ,  S . E . ,  J a f f e ,  E . S . ,  P u c k ,  J . M . ,  D a l e ,  J . K . ,  E l k o n ,  K . B . ,  R o s e n - W o l f f ,  A . ,  P e t e r s ,  A . M . ,  S n e l l e r ,  
M . C . ,  H a l l a h a n ,  C . W . ,  W a n g ,  J . ,  F i s c h e r ,  R . E . ,  J a c k s o n ,  C . M . ,  L i n ,  A . Y . ,  B a u m l e r ,  C . ,  S i e g e r t ,  E . ,  M a r x ,  
A . ,  V a i s h n a w ,  A . K . ,  G r o d z i c k y ,  T . ,  F l e i s h e r ,  T . A .  a n d  L e n a r d o ,  M . J .  ( 2 0 0 1 ) .  T h e  d e v e l o p m e n t  o f  
l y m p h o m a s  i n  f a m i l i e s  w i t h  a u t o i m m u n e  l y m p h o p r o l i f e r a t i v e  s y n d r o m e  w i t h  g e r m l i n e  F a s  m u t a t i o n s  a n d  
d e f e c t i v e  l y m p h o c y t e  a p o p t o s i s .  B l o o d . ,  s ,  1 9 4 - 2 0 0 .  
S t e r n b e r g ,  C .  ( 1  8 9 8 ) .  U b e r  e i n e  e i g e n a r t i g e  u n t e r  d e m  b i l d e  d e r  p s e u d o l e u k a m i e  v e r l a u f e n d e  t u b e r c u l o s e  
d e s  l y m p h a t i s c h e n  a p p a r a t u s .  Z  H e i l k u n d e . ,  l 9 ,  2 1 - 9 0 .  
S t r o b l ,  L . J . ,  H o f e l m a y r ,  H . ,  M a r s c h a l l ,  G . ,  B r i e l m e i e r ,  M . ,  B o r n k a m m ,  G . W .  a n d  Z i m b e r - S t r o b l ,  U .  
( 2 0 0 0 ) .  A c t i v a t e d  N o t c h 1  m o d u l a t e s  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  B  c e l l s  s i m i l a r l y  t o  E p s t e i n - B a r r  v i r a l  n u c l e a r  
a n t i g e n  2 .  J .  V i r o l . ,  74-, 1 7 2 7 - 1 7 3 5 .  
S u m b a y e v ,  V . V .  a n d  Y a s i n s k a ,  I . M .  ( 2 0 0 6 ) .  R o l e  o f  M A P  K i n a s e - D e p e n d e n t  A p o p t o t i c  P a t h w a y  i n  
I n n a t e  I m m u n e  R e s p o n s e s  a n d  V i r a l  I n f e c t i o n .  S c a n d .  J .  I m m u n o l . ,  6 3 ,  3 9 1 - 4 0 0 .  
S w e e t e n h a m ,  J . W . ,  T a g h i p o u r ,  G . ,  M i l l i g a n ,  D . ,  B l y s t a d ,  A . K . ,  C a b a l l e r o ,  D . ,  F a s s a s ,  A .  a n d  G o l d s t o n e ,  
A . H .  ( 1 9 9 7 ) .  H i g h - d o s e  t h e r a p y  a n d  a u t o l o g o u s  s t e m  c e l l  r e s c u e  f o r  p a t i e n t s  w i t h  H o d g k i n ' s  d i s e a s e  i n  
f i r s t  r e l a p s e  a f t e r  c h e m o t h e r a p y :  r e s u l t s  f r o m  t h e  E B M T .  L y m p h o m a  W o r k i n g  P a r t y  o f  t h e  E u r o p e a n  
G r o u p  f o r  B l o o d  a n d  M a r r o w  T r a n s p l a n t a t i o n .  B o n e  M a r r o w  T r a n s p l u n t . ,  2 0 , 7 4 5 - 7 5 2 .  
T a k a d a ,  Y . ,  F a n g ,  X . ,  J a m a l u d d i n ,  M . S . ,  B o y d ,  D . D .  a n d  A g g a n v a l ,  B . B .  ( 2 0 0 4 ) .  G e n e t i c  D e l e t i o n  o f  
G l y c o g e n  S y n t h a s e  K i n a s e - 3 { b e t a ]  A b r o g a t e s  A c t i v a t i o n  o f  I [ k a p p a ] B ( a l p h a ]  K i n a s e ,  J N K ,  A k t ,  a n d  
p 4 4 / p 4 2  M A P K  b u t  P o t e n t i a t e s  A p o p t o s i s  I n d u c e d  b y  T u m o r  N e c r o s i s  F a c t o r .  J .  B i o l .  C h e m . ,  2 7 9 ,  
3 9 5 4 1 - 3 9 5 5 4 .  
T a r t e ,  K . ,  J o u r d a n ,  M . ,  V e y r u n e ,  J . L . ,  B e r b e r i c h ,  I . ,  F i o l ,  G . ,  R e d a l ,  N . ,  S h a u g h n e s s y ,  J . , J r  a n d  K l e i n ,  B .  
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g a t e w a y  t o  m i t o c h o n d r i a 1  d y s f u n c t i o n  a n d  d e a t h .  S c i e n c e . ,  2 9 2 ,  7 2 7 - 7 3 0 .  
W e i s s ,  M . J .  a n d  O r k i n ,  S . H .  ( 1 9 9 5 ) .  T r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  G A T A - I  p e r m i t s  s u r v i v a l  a n d  m a t u r a t i o n  o f  
e r y t h r o i d  p r e c u r s o r s  b y  p r e v e n t i n g  a p o p t o s i s .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U .  S .  A . ,  a  9 6 2 3 - 9 6 2 7 .  
W e n s i n g .  B .  a n d  F a r r e l l ,  P . J .  ( 2 0 0 0 ) .  R e g u l a t i o n  o f  c e l l  g r o w t h  a n d  d e a t h  b y  E p s t e i n - B a r r  v i r u s .  M i c r o b e s  
I n f e c t . ,  &  7 7 - 8 4 .  
W e r n e r ,  A . B . ,  d e  V r i e s ,  E . ,  T a i t ,  S . W . ,  B o n t j e r ,  I .  a n d  B o r s t ,  J .  ( 2 0 0 2 ) .  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r  B f l - 1 I A 1  
s e q u e s t e r s  t r u n c a t e d  b i d  t o  i n h i b i t  i s  c o l l a b o r a t i o n  w i t h  p r o - a p o p t o t i c  B a k  o r  B a x .  J .  B i o l .  C h e m . ,  2 7 7 ,  
2 2 7 8 1 - 2 2 7 8 8 .  
W e s t o n ,  C . R .  a n d  D a v i s ,  R . J .  ( 2 0 0 2 ) .  T h e  J N K  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y .  C u r r .  O p i n .  G e n e t .  D e v . ,  l 2 ,  
1 4 - 2 1 .  
W i l l i s .  S . N .  a n d  A d a m s ,  J . M .  ( 2 0 0 5 ) .  L i f e  i n  t h e  b a l a n c e :  h o w  B H 3 - o n l y  p r o t e i n s  i n d u c e  a p o p t o s i s .  C u r r .  
O p i ~ z .  C e l l  B i o l . ,  u ,  6  1 7 - 6 2 5 .  
W i l s o n ,  G .  a n d  M i l l e r ,  G .  ( 1 9 7 9 ) .  R e c o v e r y  o f  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  f r o m  n o n p r o d u c e r  n e o n a t a l  h u m a n  
l y m p h o i d  c e l l  t r a n s f o n n a n t s .  V i r o l o g y . ,  
3 5  1 - 3 5 8 .  
W i n t e r ,  J . N . ,  A n d e r s e n ,  J . ,  R e e d ,  J . C . ,  K r a j e w s k i ,  S . ,  V a r i a k o j i s ,  D . ,  B a u e r ,  K . D . ,  F i s h e r ,  R . I . ,  G o r d o n ,  
L . I . ,  O k e n .  M . M . ,  J i a n g ,  S . ,  J e f f r i e s ,  D .  a n d  D o m e r ,  P .  ( 1 9 9 8 ) .  B C L - 2  e x p r e s s i o n  c o r r e l a t e s  w i t h  l o w e r  
p r o l i f e r a t i v e  a c t i v i t y  i n  t h e  i n t e r m e d i a t e -  a n d  h i g h - g r a d e  n o n - H o d g k i n ' s  l y m p h o m a s :  a n  E a s t e r n  
C o o p e r a t i v e  O n c o l o g y  G r o u p  a n d  S o u t h w e s t  O n c o l o g y  G r o u p  c o o p e r a t i v e  l a b o r a t o r y  s t u d y .  B l o o d . ,  a  
1 3 9 1 - 1 3 9 8 .  
W o l f ,  J . ,  K a p p ,  U . ,  B o h l e n ,  H . ,  K o r n a c k e r ,  M . ,  S c h o c h ,  C . ,  S t a h l ,  B . ,  M u c k e ,  S . ,  v o n  K a l l e .  C . ,  F o n a t s c h ,  
C . ,  S c h a e f e r ,  H . E . ,  H a n s m a n n ,  M . L .  a n d  D i e h l ,  V .  ( 1 9 9 6 ) .  P e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s  o f  a  p a t i e n t  
w i t h  a d v a n c e d  H o d g k i n ' s  l y m p h o m a  g i v e  r i s e  t o  p e r m a n e n t l y  g r o w i n g  H o d g k i n - R e e d  S t e r n b e r g  c e l l s .  
B l o o d . ,  8 2 , 3 4 1 8 - 3 4 2 8 .  
W u r s t e r ,  A . L . ,  T a n a k a ,  T .  a n d  G r u s b y ,  M . J .  ( 2 0 0 0 ) .  T h e  b i o l o g y  o f  S t a t 4  a n d  S t a t 6 .  O n c o g e n e . ,  u ,  2 5 7 7 -  
2 5 8 4 .  
X e r r i ,  L . ,  B i r g ,  F . ,  G u i g o u ,  V . ,  B o u a b d a l l a h ,  R . ,  P o i z o t - M a r t i n ,  I .  a n d  H a s s o u n ,  J .  ( 1 9 9 2 ) .  I n  s i t u  
e x p r e s s i o n  o f  t h e  I L - I - a l p h a  a n d  T N F - a l p h a  g e n e s  b y  R e e d - S t e m b e r g  c e l l s  i n  H o d g k i n ' s  d i s e a s e .  l n t .  J .  
C a n c e r . ,  2 , 6 8 9 - 6 9 3 .  
X e r r i ,  L . ,  C a r b u c c i a ,  N . ,  P a r c ,  P . ,  H a s s o u n ,  J .  a n d  B i r g ,  F .  ( 1 9 9 5 ) .  F r e q u e n t  e x p r e s s i o n  o f  F A S I A P O - I  i n  
H o d g k i n ' s  d i s e a s e  a n d  a n a p l a s t i c  l a r g e  c e l l  l y m p h o m a s .  H i s t o p a t h o l o g y . ,  2 7 ,  2 3 5 - 2 4 1 .  
X i a ,  L . ,  W u r m b a c h ,  E . ,  W a x m a n ,  S .  a n d  J i n g ,  Y .  ( 2 0 0 6 ) .  U p r e g u l a t i o n  o f  B f l - 1 I A I  i n  l e u k e m i a  c e l l s  
u n d e r g o i n g  d i f f e r e n t i a t i o n  b y  a l l - t r a n s  r e t i n o i c  a c i d  t r e a t m e n t  a t t e n u a t e s  c h e m o t h e r a p e u t i c  a g e n t - i n d u c e d  
a p o p t o s i s .  L e u k e m i a . ,  a ,  1 0 0 9 -  1 0 1 6 .  
X i a n g ,  Z . ,  M o l l e r ,  C .  a n d  N i l s s o n .  G .  ( 2 0 0 6 ) .  I g E - r e c e p t o r  a c t i v a t i o n  i n d u c e s  s u r v i v a l  a n d  B f l - 1  
e x p r e s s i o n  i n  h u m a n  m a s t  c e l l s  b u t  n o t  b a s o p h i l s .  A l l e r g y . ,  a  1 0 4 0 - 1 0 4 6 .  
Y a m a m o t o ,  Y .  a n d  G a y n o r ,  R . B .  ( 2 0 0 1 ) .  R o l e  o f  t h e  N F - k a p p a B  p a t h w a y  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  h u m a n  
d i s e a s e  s t a t e s .  C u r r .  M o l .  M e d . ,  L  2 8 7 - 2 9 6 .  
Y a n g ,  J . L . ,  Y o n g ,  G . ,  Z i j i a n ,  C .  J i n k e ,  H . ,  J i a n y i ,  D . ,  L i ,  L . ,  W a r r e n ,  C . ,  Z h i j i a n ,  L . ,  Z h e n g - g a n g  a n d  S u ,  
B .  ( 2 0 0 1 ) .  T h e  e s s e n t i a l  r o l e  o f  M E K K 3  i n  T N F - i n d u c e d  N F - [ k a p p a ] B  a c t i v a t i o n .  N a t u r e  I m m u n o l o g y . ,  
2 , 6 2 0 - 6 2 4 .  
Y o o n ,  H . S . ,  H o n g ,  S . H . ,  K a n g ,  H . J . ,  K O ,  B . K . ,  A h n ,  S . H .  a n d  H u h ,  J . R .  ( 2 0 0 3 ) .  B f l - 1  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  
b r e a s t  c a n c e r :  i t s  r e l a t i o n s h i p  w i t h  o t h e r  p r o g n o s t i c  f a c t o r s .  J .  K o r e a n  M e d .  S c i . .  1 8 , 2 2 5 - 2 3 0 .  
Y o u n g ,  L . S .  a n d  R i c k i n s o n ,  A . B .  ( 2 0 0 4 ) .  E p s t e i n - B a r r  v i r u s :  4 0  y e a r s  o n .  N u t .  R e v .  C a n c e r . ,  4 , 7 5 7 - 7 6 8 .  
Z a m z a m i ,  N .  a n d  K r o e m e r ,  G .  ( 2 0 0 1 ) .  T h e  m i t o c h o n d r i o n  i n  a p o p t o s i s :  h o w  P a n d o r a ' s  b o x  o p e n s .  N u t .  
R e v .  M o l .  C e l l  B i o l . ,  5  6 7 - 7 1 .  
Z h a ,  J . ,  W e i l e r ,  S . ,  O h ,  K . J . ,  W e i ,  M . C .  a n d  K o r s m e y e r ,  S . J .  ( 2 0 0 0 ) .  P o s t t r a n s l a t i o n a l  N - m y r i s t o y l a t i o n  o f  
B I D  a s  a  m o l e c u l a r  s w i t c h  f o r  t a r g e t i n g  m i t o c h o n d r i a  a n d  a p o p t o s i s .  S c i e n c e . ,  2 9 0 ,  1 7 6 1 -  1 7 6 5 .  
Z h a n g ,  H . ,  C o w a n - J a c o b ,  S . W . ,  S i m o n e n .  M . .  G r e e n h a l f ,  W . ,  H e i m ,  J .  a n d  M e y h a c k ,  B .  ( 2 0 0 0 ) .  
S t r u c t u r a l  b a s i s  o f  B F L - I  f o r  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  B A X  a n d  i t s  a n t i - a p o p t o t i c  a c t i o n  i n  m a m m a l i a n  a n d  
y e a s t  c e l l s .  J .  B i o l .  C h e r n . ,  2 7 5 .  1 1 0 9 2 - 1  1 0 9 9 .  
Z h a o ,  Q .  a n d  L e e ,  F . S .  ( 1 9 9 9 ) .  M i t o g e n - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e l E R K  k i n a s e  k i n a s e s  2  a n d  3  a c t i v a t e  
n u c l e a r  f a c t o r - k a p p a B  t h r o u g h  I k a p p a B  k i n a s e - a l p h a  a n d  I k a p p a B  k i n a s e - b e t a .  J .  B i o l .  C h e m . ,  2 7 4 ,  8 3 5 5 -  
8 3 5 8 .  
Z h e n g ,  B . ,  F i u m a r a ,  P . ,  L i ,  Y . V . ,  G e o r g a k i s ,  G . ,  S n e l l ,  V . ,  Y o u n e s ,  M . ,  V a u t h e y ,  J . N . ,  C a r b o n e ,  A .  a n d  
Y o u n e s ,  A .  ( 2 0 0 3 ) .  M E K I E R K  p a t h w a y  i s  a b e r r a n t l y  a c t i v e  i n  H o d g k i n  d i s e a s e :  a  s i g n a l i n g  p a t h w a y  
s h a r e d  b y  C D 3 0 ,  C D 4 0 ,  a n d  R A N K  t h a t  r e g u l a t e s  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  s u r v i v a l .  B l o o d . ,  1 0 2 ,  1 0 1 9 - 1 0 2 7 .  
Z i m b e r - S t r o b l ,  U . ,  S t r o b l ,  L . ,  H o f e l m a y r ,  H . ,  K e m p k e s ,  B . ,  S t a e g e ,  M . S . ,  L a u x ,  G . ,  C h r i s t o p h ,  B . ,  P o l a c k ,  
A ,  a n d  B o r n k a m m ,  G . W .  ( 1 9 9 9 ) .  E B N A 2  a n d  c - m y c  i n  B  c e l l  i m m o r t a l i z a t i o n  b y  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  a n d  
i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  B u r k i t t ' s  l y m p h o m a .  C u r r .  T o p .  M i c r o b i o l .  I m m u n o l . ,  2 4 6 .  3 1 5 - 2 0 ;  d i s c u s s i o n  3 2 1 .  
Z i m b e r - S t r o b l ,  U .  a n d  S t r o b l ,  L . J .  ( 2 0 0 1 ) .  E B N A 2  a n d  N o t c h  s i g n a l l i n g  i n  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  m e d i a t e d  
i m m o r t a l i z a t i o n  o f  B  l y m p h o c y t e s .  S e m i n .  C a n c e r  B i o l . ,  1 1 , 4 2 3 - 4 3 4 .  
Z i m b e r - S t r o b l ,  U . ,  S t r o b l ,  L . J . ,  M e i t i n g e r ,  C . ,  H i n r i c h s ,  R . ,  S a k a i .  T . ,  F u r u k a w a ,  T . ,  H o n j o ,  T .  a n d  
B o r n k a m m ,  G . W .  ( 1 9 9 4 ) .  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  n u c l e a r  a n t i g e n  2  e x e r t s  i t s  t r a n s a c t i v a t i n g  f u n c t i o n  t h r o u g h  
i n t e r a c t i o n  w i t h  r e c o m b i n a t i o n  s i g n a l  b i n d i n g  p r o t e i n  R B P - J  k a p p a ,  t h e  h o m o l o g u e  o f  D r o s o p h i l a  
S u p p r e s s o r  o f  H a i r l e s s .  E M B O  J . ,  1 3 , 4 9 7 3 - 4 9 8 2 .  
Z o n g ,  W . X . ,  E d e l s t e i n ,  L . C . ,  C h e n ,  C . ,  B a s h ,  J .  a n d  G e l i n a s ,  C .  ( 1 9 9 9 ) .  T h e  p r o s u r v i v a l  B c l - 2  h o m o l o g  
B f l - l I A 1  i s  a  d i r e c t  t r a n s c r i p t i o n a l  t a r g e t  o f  N F - k a p p a B  t h a t  b l o c k s  T N F a l p h a - i n d u c e d  a p o p t o s i s .  G e n e s  
D e v . ,  &  3 8 2 - 3 8 7 .  
Z o n g ,  W . X . ,  L i n d s t e n ,  T . ,  R o s s ,  A . J . ,  M a c G r e g o r ,  G . R .  a n d  T h o m p s o n ,  C . B .  ( 2 0 0 1 ) .  B H 3 - o n l y  p r o t e i n s  
t h a t  b i n d  p r o - s u r v i v a l  B c l - 2  f a m i l y  m e m b e r s  f a i l  t o  i n d u c e  a p o p t o s i s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  B a x  a n d  B a k .  
G e n e s  D e v . ,  u ,  1 4 8 1 -  1 4 8 6 .  
z u r  H a u s e n ,  H .  a n d  d e  V i l l i e r s ,  E . M .  ( 2 0 0 5 ) .  V i r u s  t a r g e t  c e l l  c o n d i t i o n i n g  m o d e l  t o  e x p l a i n  s o m e  
e p i d e m i o l o g i c  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  c h i l d h o o d  l e u k e m i a s  a n d  l y m p h o m a s .  l n t .  J .  C a n c e r . ,  1 1 5 ,  1 - 5 .  
Z u r a w s k i ,  G .  a n d  d e  V r i e s ,  J . E .  ( 1 9 9 4 ) .  I n t e r l e u k i n  1 3 ,  a n  i n t e r l e u k i n  4 - l i k e  c y t o k i n e  t h a t  a c t s  o n  
m o n o c y t e s  a n d  B  c e l l s ,  b u t  n o t  o n  T  c e l l s .  l m m u n o l .  T o d a y . .  l 5 ,  1 9 - 2 6 .  
C H A P T E R  1 0  A P P E N D I X  
1 0 . 1  S o l u t i o n s  f o r  D N A  M a n i p u l a t i o n  
1 0 . 1 . 1  S t o r a g e  o f  D N A  
0 . 5  M  E D T A  ( p H  8 . 0 )  
1 8 6 . 1  g  E D T A  
8 0 0  m l  d H 2 0  
T h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  8 . 0  b y  a d d i t i o n  o f  N a O H  p e l l e t s  a n d  t h e  v o l u m e  a d j u s t e d  t o  1  L  
w i t h  d H z O .  T h e  s o l u t i o n  w a s  s t e r i l i s e d  b y  a u t o c l a v i n g  a n d  s t o r e d  a t  R T .  
T E  b u f f e r  ( p H  8 . 0 )  
1 0  m M  T r i s - C 1  ( p H  8 . 0 )  
1  m M  E D T A  ( p H  8 . 0 )  
1 0 . 1 . 2  S o l u t i o n  f o r  B a c t e r i a l  G r o w t h  M e d i a  
A m p i c i l l i n  s t o c k  s o l u t i o n  
A  s t o c k  s o l u t i o n  o f  a m p i c i l l i n  w a s  m a d e  u p  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 0  m g l m l  i n  d H 2 O .  
T h e  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  f i l t e r  s t e r i l i s e d  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  
T e t r a c y c l i n e  s t o c k  s o l u t i o n  
A  s t o c k  s o l u t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  w a s  m a d e  u p  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  5  m g l m l  i n  7 0  %  
e t h a n o l  ( v l v ) .  T h e  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  f i l t e r  s t e r i l i s e d  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  
C h l o r a m p h e n i c o l  s t o c k  s o l u t i o n  
A  s t o c k  s o l u t i o n  o f  c h l o r a m p h e n i c o l  w a s  m a d e  u p  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 0  m g l m l  i n  
1 0 0  %  e t h a n o l  ( v l v ) .  T h e  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  f i l t e r  s t e r i l i s e d  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  
L B  b r o t h  
5  g  t r y p t o n e  
2 . 5  g  y e a s t  e x t r n c t  
5 g  N a C l  
T h e  v o l u m e  w a s  a d j u s t e d  t o  5 0 0  m l ,  f o l l o w e d  b y  a u t o c l a v i n g  Tor 2 0  m i n u t e s  a t  15 l b l s q .  
a n d  s t o r a g c  ,cat 4 ° C .  
L B  b r o t h  w i t h  a n t i b i o t i c s  
A n t i b i o t i c s  w e r e  a d d e d  t o  a u t o c l a v e d  Z R  b r o t h  l o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 0  b r g l m l  
( A m p i c i l l i n ) ,  1 2 . 5  1 1 g l m l  ( T e t m c y c l i n e )  a n d  3 4  p g J m 1  ( C h l o r a m p h e n i c o l )  a n d  s t o r e d  a t  
4 ° C .  
L B  a g a r  
5  g  t r y p t o n e  
2 . 5  g  y e a s t  e x l r a c z  
5  g  N a C l  
7 . 5  g  a g a r  
T h e  v o l u m e  w a s  a d j u s t e d  t o  5 0 0  r n l  w i t h  d H z O ,  f o l l o w e d  b y  a u t o c l a v i n g  a n d  a g a r  p l a t e s  
w e r e  s t n r c d  a t  4 ° C .  
L B  a g a r  w i t h  a n t i b i o t i c s  
A n t i b i o t i c s  w e r e  a d d e d  t o  a u t o c l a v e d  L B  b r o t h  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 0  p g / m l  
( A m p i c i l l i n ) ,  1 2 . 5  p g / m l  ( T e t r a c y c l i n e )  a n d  3 4  d m 1  ( C h l o r a m p h e n i c o l )  a f t e r  c o o l i n g  
t h e  L B  a g a r  t o  - 5 0 ° C .  P l a t e s  w e r e  s t o r e d  a t  4 ° C .  
S O B  m e d i u m  
10 g  t r y p t o n e  
2 . 5  g  y e a s t  e x t r a c t  
0 . 0 2 5  g  N a C I  
5  m l  KC1 ( 2 5 0  m M )  
T h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  7 . 0  w i t h  5  M  N a O H .  
T h e  v o l u m e  w a s  a d j u s t e d  t o  5 0 0  m l  w i t h  d H z O  a n d  t h e  m e d i u m  a u t o c l a v e d .  
2 . 5  m l  o f  2  M  M g C 1 2  w a s  a d d e d  a f t e r  c o o l i n g  t h e  b r o t h  t o  5 ° C  a n d  t h e  m e d i u m  w a s  
s t o r e d  a t  4 ° C .  
S O C  m e d i u m  
9 8  m l  S O B  m e d i u m  
2  m l  
I  M  g l u c o s e  ( f i t t e r  s t e r i l i s e d )  
1 0 . 1 . 3  S o l u t i o n s  f o r  P r e p a r a t i o n  o f  C o m p e t e n t  C e l l s  
S t e r i l i s e d  b y  f i l t e r i n g  a n d  s t o r e d  a t  R T .  
T F B l  
3 0  m M  p o t a s s i u m  a c e t a t e  
10 W I M  C & l r  
5 0  m M  M n C 3 2  
1 0 0  m M  R b C l  
1 5  C Y n  
g l y c e r o l  
T h e  p H  w n s  a d j u s t e d  t o  5 . 8  w i t h  1  M  a c e t i c  a c i d ,  a n d  t h e  s o l u t i o n  f i l t e r  s t e r i l i s e d  a n d  
s t o r e d  a t  R T .  
1 0 0  m M  M O P S  ( p H  6 . 5 )  
7 5  m M  C a C 1 2  
10 m M  R b C l  
1 5  %  g l y c e r o l  
T h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  6 . 5  w i t h  1  M  K O H ,  n n d  t h e  s o l t ~ t i o n  f i l t e r  s t e r i l i s e d  a n d  s t o r e d  
a t  R T -  
1 0 . 1 . 4  S o l u t i o n s  f o r  D N A  p r e p a r a t i o n s  
B u f f e r  P I  ( R e - s u s p e n s i o n  b u f f e r )  
S O  m M  T r i s - C 1  ( p H  8 . 0 1  
1 0  m M  E D T A  ( p H 8 . 0 )  
1 0 0  p g / m l  R N a s e  A  
S t o r e d  a t  4 ° C  f o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  R N a s e  A .  
R N n s e  A  ( 1  m g f m l )  i n  u p H z Q .  
H e a t e d  t o  1 0 0 ° C  f o r  3 0  m i n u t e s .  
C o o k d  s l o w l y  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 3 2 .  
B u f f e r  P 2  ( L y s i s  b u f f e r )  
2 0 0  m M  N a O H  
I  %  ( w ~ v )  s n s  
S t o r e d  a t  R T .  
B u f f e r  P 3  ( N e u t r a l i z a t i o n  b u f f e r ;  ( 3  M  p o t a s s i u m  a c e t a t e )  
p o t a s s i u m  a c e t a t e  
d H 2 0  
g I a c i a t  a c e t i c  a c i d  
A d j u s t  v o l u m e  t o  1 0 0  m l  w i t h  d H O .  
T h e  r e s u l t i n g  s o l u t i o n  i s  3  M  w i t h  m s p c c t  t o  p o t a s s i u m  a n d  5  M  w i t h  r e s p e c t  t o  a c e t a t e ,  
S t o r e d  a t  R T .  
B u f f e r  Q B T  ( E q u i l i b r a t i a n  b u f f e r )  
7 5 0  m M  N a C l  
5 0  m M  M O P S  ( p H  7 . 0 )  
I  S  %  ( v l v )  i s o p r o p a n u l  
0 . 1 5  %  ( v f v )  T r i t o n - X  1 0 0  
S t o r e d  a t  R T .  
B u f f e r  Q C  ( W a s h  b u f f e r )  
I  M  N a C l  
5 0  r n M  M O P S  ( p H  7 . 0 )  
1 5  %  ( v l v )  i  w p r o p a n o l  
S t o r e d  a t  R T .  
B u f f e r  Q P  @ I d i o n  b u f f e r )  
2 . 2 5  M  N a C l  
5 0  r n M  T r i s - C 1  ( p H  8 . 5 )  
1 5  %  i s o p r o p a n o l  
S t o r e d  a t  R T .  
5 0  %  ( v / v )  G l y c e r o l  
2 5  m l  g l y c e r o l  
2 5  m l  d H z O  
T h e  s o l u t i o n  w a s  a u r o c l a v e d  a n d  s t o r e d  a t  R T .  
A n n e a l i n g  b u f f e r  
1 0 0  m M  P o t a s s i u m  r t c e t a t c  
3 0  m M  H e p e s - K O H ,  p H  7 - 4  
2  m M  M a g n e s i u m  a c e t a t c  
S  t o r c d  f i t  4  -  8  " C .  
1 0 . 1 . 5  S o l u t i o n s  f o r  A g a r o s e  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  
5 0  X  T A E  ( T r i s - a c e t a t e J E D T A  e l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r )  
2 4 2  g  T r i s  b a s e  
5 7 . 1  m l  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  
1 0 0  m l  0 . 5  M  E D T A  ( p H  8 . 0 )  
T h e  v o l u m e  w a s  a d j u s t e d  t o  1  L  w i t h  d H z O  a n d  t h e  b u f f e r  w a s  s t o r e d  a t  R T .  
1  X  T A E  ( W o r k i n g  s o l u t i o n )  
2 0  m l  5 0  X  T A E  
9 8 0  m l  d H 2 O  
S t o r e d  a t  R T .  
A g a r o s e  g e l  l o a d i n g  d y e  
4 0  %  ( w / v )  s u c r o s e  
0 . 2 5  9 h  ( w / v )  b r o r n o p h e n o l  b l u e  
S t o r e d  a t  R T .  
E t h i d i u r n  b r o m i d e  
1 0  m g  e t h i d i u m  b r o m i d e  
1  m l  d H z O  
T h e  s o l u t i o n  w a s  s t o r e d  i n  t h e  d a r k  a t  4  O C .  1 0 0  p l  o f  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  1  L  o f  
d H z O  f o r  T A E  g e l  s t a i n i n g .  
1 0 . 2  S o l u t i o n s  f o r  C e l l  C u l t u r e  
1 0 . 2 . 1  M e d i a  a n d  S u p p l e m e n t s  
S u p p l e m e n t e d  R P M I  1 6 4 0  ( 2 0 0  m l )  
1 7 6  r n l  R P M I  1 6 4 0  
2 0  r n l  
f o e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( d e c o m p l e m e n t e d  a t  5 0 ° C  f o r  3 0  m i n u t e s )  
2  m l  2 0 0  m M  L - g l u t a m i n e  
2  r n l  p e n i c i l l i n / s t r e p t o m y c i n  ( 1 0  m g l m l )  
E s t r o g e n  ( f l - E s t r a d i o l )  
A  2 0  m M  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  i n  1 0 0  %  e t h a n o l  a n d  s t o r e d  a L  - 2 0 ° C ,  
T e t r a c y c l i n e  
A  5  r n g i r n t  s t o c k  w a s  p r e p a r e d  i n  1 0 0  %  e t h a n o I  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  
P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  ( P B S )  
5  t a b l e t s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  5 0 0  m l  a 0  t o  g i v e  a  1  X  w o r k i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  P B S ,  
a n d  t h e  s o l u t i o n  w a s  s t e r i l i s e d  b y  a u t o c l a v i n g .  
1 0 . 2 . 2  S o l u t i o n s  f o r  D E A E - D e x t r a n  T r a n f e c t i o n s  P r o t o c o l  
T r i s  b u f f e r e d  s a l i n e  ( T B S )  
2 5  m M  T r i s - C E  ( p H  7 . 4 )  
1 3 7  m M  N a C l  
5  m M  K C L  
0 . 7  m M  C a C 3 2  
0 . 5  m M  M g C h  
0 . 6  m M  N a z R P O n  
T o  m a k e  2 0 0  r n l  T R S :  
5  r n l  
1  M  T r i s - C 1  ( p H  7 . 4 )  
5 . 4 8  r n l  5  M  N n C l  
0 . 5  m l  2  M  KC1 
1 . 4  r n l  
T  0 0  m M  C a C l z  
0 . 1  m l  1  M  M g C l z  
0 . 2  m l  0 . 6  M  N a z H P O n  
1 8 7 . 3 2  m l  u p H 2 0  
T B S  w a s  p r e p a r e d  f r o m  a u t o c l a v e d  s t o c k s .  a l i q u o t e d  a n d  f i l t e r  s t e r i l i s e d  b e f o r e  u s e .  
D E A N  d e x t r a n  
D E A E  d e x t r a n  w a s  p ~ p a r c d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1  m d m l  i n  T B S  o n  t h e  d a y  o f  u s e  a n d  
f i l t e r  s t e r i l i s e d .  
1 0 . 2 . 3  / ? - G a l a c t o s i d a s e  A s s a y  
0 . 1  M  s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  
1  X  O N P G  s u b s t r a t e  
O N P G  w a s  p r e p a r e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o r  4  r n g l m l  i n  0 . 1  M  s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  
( p H  7 . 5 )  a n d  s t o r c d  aL - 2 0 ° C .  
1  M  s o d m m  c a r b o n a t e  
1 0 . 5 9  g  S o d i u m  C a r b o n a t e  
l o o  m ~  ~ H ~ O  
S t o r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
A c r i d i n e  o r a n g e l e t h i d i u m  b r o m i d e  s t a i n  
S O p g l m l  A c r i d i n e o m n g e ( S i g m a )  
5 0  p g / m l  E t h i ~ l i u m  b r o m i d e  ( S i g m a )  
1 0 0 0  p 1  P B S  
S t o r e  u p  t o  6  m o n t h s  a t  4 ° C .  
1 0 . 3  S o l u t i o n s  f o r  T u m o u r  T i s s u e  M e t h o d s  
4  %  P a r a f o r m a l d e h y d e  
4  g  P a r a f o r m a l d e h y d e  
1 0 0  r n l  
P h o s p h a t e  B u f f e r e d  S a l i n e  C P B S )  
S t o r e d  a t  m o m  t e m p e r a l u r e  
2 0  X  S S C  
3  M  N a C I  
0 . 3  M  
S o d i u m  ci t r a t e  p H  7  
S t o r e d  a t  r o o m  l e m p e r a r u r e  
1 0 . 4  S o l u t i o n s  f o r  R N A  A n a l y s i s  
T h e  m i x t u r e  w a s  l e f i  i n  a  f u m e  c u p b o a r d  o v e r n i g h t ,  f o l l o w e d  b y  a u t o c l a v i n g .  
R N A  l o a d i n g  b u f f e r  
5 0  %  g l y c e r o l  
1  m M  E D T A  ( p H  8 . 0 )  
0 . 2 5  %  b r o m o p h a r o l  bl u c  
0 . 2 5  R / o  x y l e n t :  c y a n o l  F F  
1  p g l u l  c t h i c l i u r n  b r o m i d e  
1 0 . 5  S o l u t i o n s  f o r  P r o t e i n  A n a l y s i s  
1 0 ' 5 . 1  S o l u t i o n s  f o r  P r o t e i n  I s o l a t i o n  
S u s p e n s i a n  b u f f e r  
0 . 1  M  N a C l  
0 . 0 1  M  T r i s - C 1  ( p H  7 . 6 )  
r l . 0 0 1  M  E D T A  ( P H  8 . 0 )  
1  WrnI l e u p e p t i n  
I  d m 1  a p r o t i n i n  
1100 p g l r n l  P M S F  
S t o r e d  a t  4 ° C  
A  s t o c k  s o l u t i o n  o f  l e u p e p t i n  w a s  m a d e  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  2  m g J r n 1  i n  d H 2 O  a n d  s t o r e d  
a t  - 2 0 ' C .  
I). 1  M  s t o c k  s o l u t i o n  o f  r t p m t i n i n  w a s  m a d e  u p  i n  d H z O  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  
P M S P  
A  s t o c k  s o l u t i o n  o f  P M S F  w a s  m a d e  u p  i n  i s o p r o p a n o l  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  i n  t h e  d a r k .  
2  X  S D S  l o a d i n g  b u f f e r  
T r i s - C I  ( p H  7 . 6 )  
s m  
@ y ~ e r o I  
' z m e ~ ~ d ? a n o I  
b m m p h e a o l  b l u e  
1 0 S . 2  S o l u t i o n s  f o r  S D S - P A G E /  W e s t e r n  B l o t t i n g  
T a b l e  1 0 - 1  1 0  %  ( v l v )  r e s o l v i n g  g e l s  a n d  5  %  ( v / v )  s t a c k i n g  p o l y a c r I y a m i d e  g e l s  
C o m p o n e n t  
1 0  %  R e m l v i n g  G e l  ( m l )  
5  %  S t a c k i n g  G e l  ( m l )  
A c r y l a g e l  
3 . 3 3  0 . 4 2  
B i s - A c r y l a g e l  
1 . 3 5  0 .  I  6 8  
1.5 h 4  T r j s  ( p H  8 . 8 )  2 5  0  
I  M  T r i s  ( p H  6 . 8 )  0  0 . 3 1 2  
m20 
2 6 1  1  . % 7 5  
10 %  ( v l v )  S D S  
0 . 1 0  0 . 0 2 5  
10 %  ( v t v )  A P S  
0 . 1 0  0 , 0 2 5  
T E M E D  a 0 1  0 . 0 0 2 5  
T o l a l  1 0  m i  2 . 5  in1 
S  X  T r i s - g l y c i n e  r u n n i n g  b u f f e r  
T r i s  h  
g I y ~ i n e ~ ( p H ' 8 . 3 1  
l o  $ 6  ( w i v )  S D S  
M a d e  u p  t o  1  L  w i t h  d H z O  a n d  s t o r e d  a t  R T .  
1  X  T r i s - g l y d n e  r u n n i n g  b u f f e r  
2 0 0  m l  
5  X  T r i s - g l y c i n e  r u n n i n g  b u f f e r  
8 0 0  r n l  d H 2 0  
4 5 0  r n l  m e t h a n o l  
4 5 0  m l  d H 2 O  
1 0 0  r n l  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  
S t o r e  a t  R T .  
C o o m a s s i e  b l u e  s t a i n  
0 . 2 5  g  
C o o m a s s i c  B r i l l i a n t  B l u e  R 2 5 0  
1 0 0  m l  d e s t a i n  
S t o r e  a t  R T .  
T r a n s f e r  b u f f e r  
7 5 0  m l  d H z O  
2 . 9  g  g l y c i n e  
5 . 8  g  T r i s  b a s e  
3 . 7  m l  
1 0  %  { w l v )  S D S  
2 0 0  m l  m e t h a n o l  
A d j u s t e d  v o l u m e  t o  1  L  w i t h  d H 2 0  a n d  s t o r e d  a t  4 ° C .  
1 X  T r i s  b u f f e r e d  s a l i n e  ( T B S )  
6 . 1  g  T r i s  b a s e  
8 . 8  g  N a C I  
8 0 0  m l  d H z O  
T h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  7 . 5  w i t h  A C l  a n d  t h e  v o l u m e  a d j u s t e d  t o  1  E .  S t o r e d  a t  R T .  
S t o r e d  n t  R T .  
B I o c k i  n g  B u f f e r  
1  X  T B S  
T w e e n  2 Q  
n o n  f a t  d r y  m i l k  p o w d e r  
T R  S - T  
S  t o w d  a t  4 ' C .  
1 0 . 6  S o l u t i o n s  f o r  E x p r e s s i o n  a n d  P u r i f i c a t i o n  o f  R e c o m b i n a n t  
P r o t e i n s  
1 0 . 6 . 1  D e n a t u r i n g  s o l u t i o n s  
L y s i s  b u f f e r s  
D u f f e r  l3 ( 1  l i t e r ) :  
1  0 Q  m M  N a H z P O n  
1  3 . 8  g  N a F F Z P O a . H &  ( M  W  1  3 7 . 9 9  g l m o l )  
10 m M  T r i s - C I  1 . 2 g T r i s  b a s e  ( M W  1 2 1 . 1  g J m o 1 )  
8  M  u r e a  4 8 0 . 5  g  ( M W  6 0 . 0 6  @ m o l l  
A d j u s t  p H  t o  8 , Q  u s i n g  N a O H .  
W a s h  l l n f f e r  
B u f f e r  C  ( 1  l i t e r ) :  
1 0 0  m M  N a H 2 W 4  
1 3 . 8  g  N a H 2 P O ~ - H 2 0  ( M W  1 3 7 . 9 9  g l m o l )  
1 0  m M  T r i s - C 1  
1 . 2 g T r i s  b a s e ( M W  1 2 1 . 1  d m o l )  
8  M  u r e a  4 8 0 . 5  g  ( M W  6 0 . 0 6  g l m o l )  
A d j u s t  p H  t o  6 . 3  u s i n g  H C l .  
E l u t i o n  b u f f e r s  
B u f f e r  D  ( 1  l i t e r ) :  
I ( 3 0 m M N n H ~ P 0 4  1 3 . 8 g N a H & 3 4 - H 2 O ( M W 1 3 7 . 9 9 g / m o l )  
1 0  m M  T r i s - C i  1 . 2  g  T r i s  b a s e  ( M N  1 2 1 . 1  g / m o l )  
#  M  u r e a  4 8 0 . 5  g  ( I M W  6 0 . 0 6  g l m o l )  
A d j u s t  p H  t o  5 . 9  u s i n g  H C I .  
B u f f e r  E  ( 1  l i t e r ) :  
1 0 0  m M  N a H 2 P 0 4  
1 3 . 8  g  N a H 2 P 0 4 . H 2 0  ( M W  1 3 7 . 9 9  g l m o l )  
1 0  m M  T r i s - C 1  
1 . 2  g  T r i s  b a s e  ( M W  1 2  1 . 1  g l m o l )  
8  M  u r e a  4 8 0 . 5  g  ( M W  6 0 . 0 6  g l m o l )  
A d j u s t  p H  t o  4 . 5  u s i n g  H C 1 .  
1 0 . 6 . 2  N a t i v e  s o l u t i o n s  
L y s i s  b u f f e r  ( 1  l i t e r ) :  
5 0  m M  N a H 2 P 0 4  
6 . 9 0  g  N a H 2 P 0 4 . H 2 0  ( M W  1 3 7 . 9 9  g l m o l )  
3 0 0  m M  N a C l  
1 7 . 5 4  g  N a C l  ( M W  5 8 . 4 4  g l m o l )  
2  m M  i m i d a z o l e  
0 . 6 8  g  i m i d a z o l e  ( M W  6 8 . 0 8  g l m o l )  
A d j u s t  p H  t o  8 . 0  u s i n g  N a O H .  
W a s h  b u f f e r  ( 1  l i t e r ) :  
5 0  m M  N a H 2 P 0 4  
6 . 9 0  g  N a H 2 P 0 4 . H 2 0  ( M W  1 3 7 . 9 9  g l m o l )  
3 0 0  m M  N a C l  
1 7 . 5 4  g  N a C l  ( M W  5 8 . 4 4  g l m o l )  
4  m M  i m i d a z o l e  1 . 3 6  g  i m i d a z o l e  ( M W  6 8 . 0 8  g l m o l )  
A d j u s t  p H  t o  8 . 0  u s i n g  N a O H .  
E l u t i o n  b u f f e r  ( 1  l i t e r ) :  
5 0  m M  N a H 2 P 0 4  
6 . 9 0  g  N a H 2 P O d . H 2 0  ( M W  1 3 7 . 9 9  g l m o l )  
3 0 0  m M  N a C l  1 7 . 5 4  g  N a C l  ( M W  5 8 . 4 4  g l m o l )  
4 0 0  m M  i m i d a z o l e  
1 7 . 0 0  g  i m i d a z o l e  ( M W  6 8 . 0 8  g l m o l )  
A d j u s t  p H  t o  8 . 0  u s i n g  N a O H .  
